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A leishmaniose visceral é uma enfermidade parasitária, provocada pelo protozoário 
Leishmania (Leishmania) infantum (sin. Leishmania (Leishmania) chagasi). A 
limitada acurácia dos testes empregados para o diagnóstico dos cães pode 
contribuir com o baixo impacto de uma das medidas de controle preconizadas pelo 
Ministério da Saúde brasileiro, a eutanásia de cães sororreagentes para 
leishmaniose. Os objetivos deste trabalho buscam estimar a acurácia e a 
confiabilidade de dois testes imunoenzimáticos que utilizam antígenos de L.(L.) 
major ou de L.(L.) infantum em laboratórios de diferentes níveis de complexidade e 
estimar a acurácia dos testes de ELISA e IFI aplicados em combinação sequencial 
ou de forma paralela, analisando os valores preditivos positivos e negativos destas 
abordagens em prevalências variáveis de infecção canina. 
Método e principais resultados 
Foi utilizado um painel de 1.425 amostras de soros caninos, coletados em estudo 
multicêntrico. As amostras foram analisadas por meio de técnicas de visualização 
direta de parasitos, por estudo histopatológico corado com hematoxilina-eosina, 
pela técnica de imunohistoquímica e pelo isolamento do parasito em cultura. Estas 
técnicas constituíram o padrão de referência, sendo um caso positivo para a 
infecção por L. infantum o animal que apresentasse positividade em pelo menos um 
dos testes. Os resultados da acurácia do teste de ELISA com antígenos de L. major 
e L. infantum realizados em condições ideais no Laboratório de Referencia Nacional 
foi de 91,84% (IC95% 86,3 - 97,3) e 89,80% (IC95% 83,8 - 95,7) para sensibilidade 
e de 83,57% (IC95% 81,7 - 85,7) e 82,69% (IC95% 80,6 – 84,7) para  
especificidade, respectivamente. A AUC (área abaixo da curva ROC) foi de 0,920 
para antígeno de L. major e de 0,898 para L. infantum. Os coeficientes de 
correlação intraclasse médios dos testes com antígenos de L. major, variaram entre 
0,890 (0,876-0,902 IC95%) e 0,948 (0,942-0,953 IC95%) e com os antígenos de L. 
infantum entre 0,818 (0,792-0,841IC95%) e 0,879 (0,865-0,8910 IC95%). A 
sensibilidade e a especificidade do teste de imunofluorescência indireta (IFI) foi 
90,8% (IC95% 84,2 - 97,5) e 53,4% (IC95% 51,6 – 55,1), respectivamente. 
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Utilizados de forma combinada o teste de ELISA com antígeno de L. major e o teste 
de IFI mostraram que em paralelo o desempenho da sensibilidade global subiu para 
99,2%, porém a especificidade diminuiu para 44,8%. Na utilização dos testes em 
série (ELISA seguido de IFI) observou-se uma diminuição na sensibilidade (83,3%) 
e melhora na especificidade (92,5%). 
 Conclusões 
A acurácia dos dois testes avaliados é semelhante, com um desempenho 
discretamente melhor do antígeno de L. major. A reprodutibilidade dos testes foi 
quase que perfeita (>0,81) com desempenho pouco melhor para o antígeno de L. 
major.  Conclui-se, portanto, que não se justifica a mudança do antígeno no teste 
de ELISA atualmente constituído por L. major para diagnóstico de leishmaniose 
visceral canina no Brasil. Finalmente, a combinação dos testes de ELISA com 
antígeno de L. major seguido do teste de IFI melhorou a especificidade da 
abordagem diagnóstica, sem perda substancial da sensibilidade. A combinação em 
série destes testes pode satisfazer os anseios, tanto da saúde pública como dos 
proprietários de cães residentes em áreas endêmicas, por uma abordagem 







Visceral leishmaniasis is a parasitic disease caused by the protozoan Leishmania 
(Leishmania) infantum (syn. Leishmania (Leishmania) chagasi). The limited 
accuracy of diagnostic tests for canine leishmaniasis may contribute to the lack of 
impact of the control measures recommended by the Brazilian Ministry of Health, 
i.e., euthanasia of seroreactive dogs. The objective of this study was to estimate the 
accuracy and reliability of two ELISA tests employing L. (L.) major or L.(L.) infantum 
antigen used by laboratories of different levels of complexity  and estimate the 
accuracy of the ELISA tests and IFI applied in sequential or parallel combination , 
analyzing the positive and negative predictive values of these variables approaches 
prevalence of canine infection. 
Methods and principal findings 
A series of 1,425 serum samples collected from dogs in a multicenter study was 
used. The samples were analyzed by direct visualization of the parasite in 
hematoxylin/eosin-stained sections, immunohistochemistry, and isolation of the 
parasite in culture. These techniques represented the reference standard and an 
animal that was positive in at least one of the tests was defined as infected with L. 
infantum. The results of the accuracy of the ELISA test with antigens of L. major and 
L. infantum played in ideal conditions at the National Reference Laboratory was 
91.84% (CI 95% CI 86.3 - 97.3 ) and 89.80% ( CI95% 83.8 - 95.7 ) for sensitivity 
and 83.57% (CI95% 81.7 -  85.7 ) and 82.59 ( CI95% 80.6 - 84.7 ) specificity%, 
respectively. The AUC (area under the ROC curve) was 0.920 for the L. major and 
L. infantum 0.898 to. The mean intraclass correlation coefficients of the tests ranged 
from 0.890 (CI95% 0.876-0.902) to 0.948 (CI95% 0.942-0.953) when L. major was 
used as antigen, and from 0.818 (CI95% 0.792-0.841) to 0.879 (CI95% 0.865-
0.8910) when L. infantum was used. 
The sensitivity and specificity of  indirect immunofluorescence assay (IFA ) was 90.8 
% ( 95% CI 84.2 to 97.5 ) and 53.4 % ( 95% CI 51.6 to 55.1 ) , respectively. Used in 
combination with the ELISA antigen of L. major and the IFA test showed that parallel 
the performance of the overall sensitivity increased to 99.2 % , but the specificity 
decreased to 44.8 % . The use of serial testing ( ELISA followed by IFI ) observed a 
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decrease in sensitivity ( 83.3 % ) and improved specificity ( 92.5 % ). 
 Conclusions 
The accuracy of the two assays was similar with a slightly better performance of the 
L. major. Reliability of the test was almost perfect (> 0.81) with slightly better 
performance for the L. major. These results do not support a change in the antigen 
composition of ELISA tests (L. major) currently used for the diagnosis of canine 
visceral leishmaniasis in Brazil. Finally, the combination of ELISA tests with L. major 
antigen followed by the IFA test improved the specificity of the diagnostic approach 
without substantial loss of sensitivity. Serial combination of these tests can satisfy 
the desires of both the public health and dog owners living in endemic areas for a 






1.1 As leishmanioses 
 
As leishmanioses representam um conjunto de enfermidades 
parasitárias de distribuição mundial, que podem apresentar patogenicidade e 
alterações clínicas bem distintas entre si. No continente americano, 
basicamente existem duas formas de acometimento: o de pele e mucosas 
denominado de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e o 
acometimento das vísceras que caracteriza a síndrome de Leishmaniose 
Visceral (LV).  
 
Essas enfermidades são produzidas por diferentes espécies de 
protozoários flagelados pertencentes ao gênero Leishmania, parasitos com 
ciclo de vida heteroxênico, que vivem alternadamente em hospedeiros 
vertebrados e insetos vetores, estes últimos, responsáveis pela transmissão 
dos parasitos entre mamíferos (Deane e Deane 1962; Marzochi e Marzochi 
1994; TRD/WHO 2009). 
 
A Organização Mundial de Saúde (OMS), inclui as leishmanioses 
entre as doenças tropicais da categoria 1, definidas como doenças em 
expansão e para as quais não se dispõe de instrumentos de controle 
adequados (WHOa 2010; WHOb 2010). 
 
Estima-se que 350 milhões de pessoas de 98 países, distribuídos por 
quatro continentes (Américas, Europa, África e Ásia) estão expostos à 
transmissão de pelo menos uma das trinta espécies de Leishmania. A 
incidência anual é estimada em 1,5 milhão de casos para LTA e de 220 a 
400 mil para LV humana e de 700 mil a 1,2 milhões para leishmaniose 
visceral canina (LVC), sendo 90% dos casos de LV humana estão 
localizados em seis países: Índia, Bangladesh, Sudão, Sudão do Sul, Brasil 
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e Etiópia. (WHO 1990; Desjeux 2004; WHOb 2010; Alvar et al. 2012).  
 
No Brasil a LV, também conhecida como calazar, constitui um grave 
problema de saúde pública, devido à ampla distribuição no país e à 
dispersão para regiões consideradas indenes, bem como, pela gravidade 
das suas formas clínicas que podem levar o indivíduo à morte se não tiver 
tratamento adequado e oportuno. Há registros de casos humanos em 21 das 
27 unidades da federação, com média anual de 3.156 casos nos últimos dez 
anos e incidência aproximada de 2 casos por 100.000 habitantes (Fig. 1 e 2). 
(BRASIL 2006; BRASIL 2012). 
 




















     
 
Figura-1. Série histórica do número de casos de leishmaniose visceral 









Figura-2. Evolução da distribuição dos casos de leishmaniose visceral 
por município de residência no Brasil de 1983 a 2012.    
 
 
Conforme dados do Ministério da Saúde do Brasil (MS) a letalidade 
média entre os anos de 2003 a 2012 no país foi 6.86%. É interessante 
destacar que desde 2007 a letalidade apresenta-se de forma crescente   
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Figura-3. Taxa de letalidade por LV, Brasil, 2003 a 2012. 
 
 
 No homem, a LV caracteriza-se principalmente pela tríade clínica: 
febre, palidez e esplenomegalia, que são os sintomas mais frequentes. A 
febre apresenta-se de forma irregular e prolongada e o aumento do baço e 
do fígado é progressivo. Há alterações biológicas como anemia associada 
com leucopenia, neutropenia, trombocitopenia e hipergamaglobulimenia 
policlonal, hipoalbuminemia e a consequente inversão da relação 
albumina/globulina. Edema periférico ou generalizado e pigmentação da pele 
podem estar presentes (Badaró 1987; Marty et al. 2009). 
 
 
1.2. O agente da leishmaniose visceral 
 
Os agentes etiológicos responsáveis pela LV pertencem ao complexo 
Leishmania donovani (L. (Leishmania) donovani, L. (Leishmania) infantum e 
L. (Leishmaia) chagasi). No subcontinente indiano e na África a L. (L) 
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donovani apresenta-se predominantemente e L. (L.) infantum predomina na 
bacia do Mediterrâneo no continente Europeu. Nas Américas, existem 
evidências que sustentam a hipótese de que L. (L.) chagasi constitui uma 
espécie idêntica à L.(L.) infantum. (Laison e Shaw 1987). A nomenclatura 
utilizada para o agente no novo mundo foi proposta por Cunha e Chagas no 
ano de 1937, devido a variações bioquímicas entre os parasitos encontrados 
no continente europeu e americano. Porém, com o aprimoramento das 
técnicas taxonômicas sejam por isoenzimas (Cupolillo et al. 1994; Cupolillo 
et al. 1995) ou por biologia molecular (Mauricio  et al. 1999; Mauricio et al. 
2001; Ochsenreither et al. 2006; Kuhls et al. 2011)  conclui-se que não há 
distinção entre as espécies infantum e chagasi. Estudos de imunogenicidade 
também corroboram essas conclusões (Marcondes et al. 2011). 
 
1.3. O vetor 
 
Todas as espécies do gênero Leishmania são transmitidas pela 
picada de fêmeas infectadas de dípteros da sub-família Phlebotominae, 
pertencentes aos gêneros Lutzomyia – no Novo Mundo, e Phlebotomus – no 
Velho Mundo. Nos flebotomíneos, o parasito vive no meio extracelular, na 
luz do trato digestivo. Nesse meio, as formas amastigotas ingeridas durante 
o repasto sanguíneo no hospedeiro, diferenciam-se em formas 
promastigotas (flageladas) que são posteriormente inoculadas na pele dos 
hospedeiros mamíferos durante a picada (Desjeux 1996; Palatnik-de-Sousa 
et al. 2001). 
 
O gênero Lutzomyia é o responsável pela transmissão das 
leishmanioses nas Américas, existindo 350 espécies catalogadas, 
distribuídas do Canadá à Argentina. No Brasil, Lu. longipalpis é incriminada 
como o principal vetor da LV, entretanto, outras espécies podem contribuir 
com a transmissão do agente em diferentes regiões, tais como Lu. cruzi, 
descrita no Estado do Mato Grosso do Sul (Santos et al.1998; Missawa et al. 
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2011). Seu criadouro é em solo úmido e em detritos ricos em matéria 
orgânica em decomposição. Formas imaturas são encontradas em detritos 
de fendas de rocha, cavernas, raízes do solo e de folhas mortas e úmidas, e 
também nas forquilhas das árvores em tocas de animais (Palatnik-de-Sousa 




 Os padrões epidemiológicos de transmissão da LV têm sofrido 
mudanças nas últimas décadas no Brasil (Fig. 4). Inicialmente, apresentava-
se predominantemente em áreas rurais e periurbanas, mas vem se 
expandindo para as áreas urbanas de cidades de médio e grande porte. 
Fatores como a urbanização recente e destruição de ecótopos silvestres, a 
oferta de fontes alimentares humanas e presença de animais domésticos, a 
arborização abundante em quintais, as más condições sanitárias com o 
acúmulo de lixo, presença de abrigos de animais silvestres dentro do 
perímetro urbano possibilitam a domiciliação de Lu. longipalpis (Costa et al. 
1995; BRASIL 2006; Mestre e Fontes 2007). 
 
A dispersão para regiões consideradas indenes segue padrões de 
distribuição espacial e de concentração semelhantes aos fluxos migratórios 
da população, seguindo os corredores de circulação (Fig. 5). A introdução de 
cães infectados em determinadas áreas pode estar associada à migração, 
uma vez que estes animais, muitas vezes, são trazidos infectados da região 
de origem, contribuindo para a infecção dos flebotomíneos presentes em 
áreas de desmatamento recente e em zonas periurbanas (Paranhos-Silva et 





Figura 4. Expansão territorial da leishmaniose visceral no Brasil no ano de 




A primeira descrição da leishmaniose em cães foi realizada por 
Nicolle & Compte no Instituto Pasteur de Tunis em 1908 (Bari 2006). Desde 
então, o parasito tem sido isolado nessa espécie em diversos países. Os 
cães domésticos ocupam um papel de destaque na cadeia epidemiológica 
da enfermidade sendo incriminados como os principais reservatórios da L. 
infantum (Ashford 1996; Moreno e Alvar 2002; Desjeux 2004a; Desjeux 
2004b; Gramiccia e Gradoni 2005; Dantas-Torres e Brandão-Filho 2006). Na 
caracterização dos parasitos por isoenzimas não se observa diferença entre 
isolado obtidos de humanos e de cães (Pratlong et al. 2004; Alvarenga 2007; 
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Caballero 2008). Levando em conta a alta prevalência da infecção em cães, 
pela ocorrência da enzootia canina precedendo os casos humanos e pelo 
acentuado parasitismo cutâneo, que poderia facilitar a infecção dos vetores, 
a infecção nos cães é considerada epidemiologicamente mais relevante para 
a manutenção da zoonose do que a doença humana (OMS 1990; 
Slappendel e Ferrer 1990; Solano-Gallego et al. 2001). A incidência de 
casos humanos é aumentada em anos subsequentes à identificação da alta 
prevalência em cães (Badaró 1987). Nesse sentido, a OMS recomenda que 
antes de iniciar as atividades de controle deve-se prestar especial atenção 
ao estudo de distribuição e frequência da enfermidade nos cães, por meio de 
inquéritos sorológicos (WHOb 2010).  
 
Deane e Deane em 1962 (Deane e Deane 1962) apontam que 
pessoas com infecção ativa de LV possuem a competência de infectar os 
flebótomos vetores. Costa e colaboradores em 2000 e 2002 (Costa et al. 
2000; Costa et al. 2002) indicam que humanos portadores assintomáticos 
podem ser reservatórios da infecção por L. infantum em áreas endêmicas, 
no entanto, o seu papel na manutenção da transmissão permanece incerto.  
 
No ambiente silvestre, confinados em bosques ou zoológicos, 
diversos mamíferos podem albergar o parasito, tais como: Cerdocyon thous 
(lobinho) (Silveira et al. 1982; Marzochi e Marzochi 1994), Speothos 
venaticus (cachorro vinagre) (Figueiredo et al. 2008), Lycalopes vetulus 
(Deane e Deane 1962), Dusicyon vetulus (raposa grisalha), Vulpes vulpes 
(raposa vermelha) (Mancianti et al. 1994), Didelphis albiventris (gamba) 
(Marzochi e Marzochi 1994), Chryscocyon brachyurus (lobo guará), animais 
da ordem edentata como tatu e preguiças e ainda primatas  (Deane e Deane 
1962; Laison et al. 1969; Marzochi e Marzochi 1994; Ashford 1996; 
Paranhos-Silva et al. 1996; Gramiccia e Gradoni 2005; Dipineto et al. 2007; 




1.6. A doença no cão 
 
As manifestações clínicas da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) 
abrangem amplo espectro de características que variam do aparente estado 
sadio a um grave quadro final relacionado ao tipo de resposta imunológica 
de cada animal.  
 
Inicialmente, os parasitos encontram-se no lugar da picada infectante. 
Posteriormente, ocorre a infecção de vísceras e pele. Após a infecção, 
alguns cães podem controlar a infecção e não desenvolvem a doença no 
curto prazo, às vezes por anos ou ao longo da vida, enquanto que outros 
cães infectados apresentam doença progressiva. Isso pode estar 
relacionado a diferenças genéticas entre as raças e indivíduos e a ativação 
de resposta imune especifica de cada um (Manna et al 2004; Silva et al. 
2005; Rodriguez-Cortes et al. 2007; Sanchez-Robert et al. 2008). A presença 
de infecção latente em cães, mesmo durante toda a sua vida, é típica e 
contribui para a manutenção da presença em longo prazo do parasito em 
regiões endêmicas (Manna et al. 2006).  
 
Dentre os principais sinais clínicos no cão estão as lesões cutâneas, 
como as dermatites e úlceras, linfoadenopatia localizada ou generalizada, 
perda de peso, anorexia, anemia, afecções oculares, onicogrifose, atrofia 
muscular, esplenomegalia e falência renal (Solano-Gallego et al. 2001; 
BRASIL 2006; Manna et al. 2006; Diouani et al. 2008). 
 
De acordo com a sintomatologia, os cães com LV podem ser 
classificados em três categorias distintas: assintomáticos, com ausência de 
sinais clínicos sugestivos da infecção por Leishmania; oligossintomáticos, 
com presença de adenite, perda de peso leve e pêlo opaco; e sintomáticos, 
com todos ou alguns sinais mais comuns da doença, como alterações 
cutâneas, onicogrifose, perda de peso moderada ou grave, ceratoconjuntivite 




Gradoni et al. (1980) citam que mais de cinquenta por cento de todos 
os animais infectados não apresentam sinais clínicos, ou seja, são 
assintomáticos (Gradoni et al. 1980). Baseado nos estudos de Guarga et al. 
(2000) a pele saudável de cães infectados é mais atrativa para os vetores do 
que a pele deteriorada de animais sintomáticos, isso aumenta a importância 
dos assintomáticos no ciclo de transmissão e manutenção da enfermidade 
em áreas endêmicas (Guarga et al. 2000). Para Rodriguez-Cortes (2007) a 
importância dos animais assintomáticos como fontes de infecção ainda 
necessita de maiores estudos. (Rodrigez-Cortes et al. 2007), por outro lado 
Mosshfe e colaboradores em 2009, demonstraram, em seu estudo, que 
43,4% dos cães assintomáticos apresentavam DNA de L. infantun no 
sangue periférico e que atuavam como fonte infectante de Leishmania 
(Mosshfe et al. 2009). 
 
1.7. O controle 
 
 Conforme o trabalho de revisão conduzido por Romero e Boelaert em 
2010, existe a necessidade de maiores estudos a fim de esclarecer a 
dinâmica de transmissão da Leishmania em cães, humanos e na população 
de vetores (Romero e Boelaert 2010). 
 
Diversas medidas de controle têm sido elaboradas e aplicadas nos 
países endêmicos. No Brasil, o programa de controle da LV esta centrado 
em quatro pilares de ação (BRASIL 2006):  
 -Diagnóstico e tratamento oportuno dos casos humanos, com a 
distribuição gratuita de medicamentos específicos,  
 -Redução da população de flebotomíneos, pelo controle químico com 
inseticidas com efeito residual,  
 -Controle dos reservatórios caninos por meio de inquéritos sorológico e a 
eutanásia dos animais soro-reagentes, 
 26 
 
 -Atividades de educação em saúde  
 
Apesar das estratégias bem estabelecidas, a transmissão da 
enfermidade continua se expandindo para áreas consideradas indenes, 
indicando que essas estratégias não estão sendo eficazes (Romero e 
Boelaert 2010). 
 
Das ações preconizadas pelo MS, o controle dos reservatórios 
caninos com a eutanásia dos animais soro-reagentes é certamente a mais 
polêmica. Alguns estudos demonstram que há decréscimo na incidência da 
LV em crianças e cães após as ações de diagnóstico e eutanásia de cães 
soropositivos (Ashford et al. 1998; Palatnik-de-Sousa et al. 2001) outros 
concluem que a eliminação de cães não reduz efetivamente a incidência de 
LV na população humana (Tesh 1995; Dietze et al. 1997; Vieira e Coelho 
1998; Moreira et al. 2004; Nunes et al. 2008). Os longos intervalos entre o 
sorodiagnóstico e a remoção dos animais; a sensibilidade dos testes 
utilizados, a elevada taxa de reposição dos animais eutanasiados, incluindo 
animais suscetíveis ou mesmo por outro infectado e o envolvimento de 
outros reservatórios podem determinar o sucesso ou fracasso dos 
programas que utilizam o controle da infecção nos reservatórios domésticos 
(Moreira et al. 2004; Andrade et al. 2007; Miro et al. 2008; Nunes et al. 
2008). 
 
A eutanásia de cães também sofre a oposição dos proprietários de 
cães, das organizações de proteção animal e de médicos veterinários que 
desejam que outras formas de controle para doença sejam regulamentadas, 
como o tratamento canino, a utilização de vacinas e coleiras impregnadas 
com inseticida para proteção dos cães contra o vetor, reduzindo os efeitos 
sociais e éticos causados pela eutanásia. 
 
O tratamento canino com fármacos de uso humano é oficialmente 
proibido no Brasil desde 2008, quando os Ministérios da Saúde e da 
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Agricultura instituíram a Portaria Interministerial No. 1426 julho de 2008 
(BRASIL 2008), baseada em recomendações do I Fórum de discussão do 
tratamento da LVC que reuniu diversos expertos em leishmanioses para 
aprofundar a discussão e subsidiar o MS na tomada de decisão. Um novo 
fórum foi realizado no ano de 2009, tratando do mesmo tema, que manteve 
a recomendação do I Fórum da proibição do tratamento canino com drogas 
de uso humano (BRASIL 2009). A proibição está baseada nas evidências 
científicas que os protocolos de tratamentos atualmente preconizados levam 
à melhora clínica dos animais, mas não promovem a cura parasitológica, 
possibilitando que animais tratados permaneçam como fonte de infecção 
para os vetores e o contínuo risco de aparecimento de cepas resistentes aos 
poucos fármacos disponíveis para o tratamento da enfermidade em 
humanos. (Oliva et al. 1995; Slappendel e Teske 1997; Cavaliero et al. 1999; 
Riera et al 1999; Koutinas et al 2001; Croft et al. 2006; Ikeda-Garcia et al. 
2007; Ribeiro et al. 2008; Mannab et al. 2009). 
 
Existem no Brasil duas vacinas contra LVC registradas no Ministério 
de Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). Em 9 de julho de 2007 os 
Mistérios da Saúde e da Agricultura, publicaram no Diário Oficial da União a 
Instrução Normativa No31 que aprova o Regulamento Técnico para a 
pesquisa, desenvolvimento, produção, avaliação, registro e renovação de 
licenças, comercialização e uso de vacinas contra leishmaniose visceral. 
Esse regulamento estabelece um prazo para que os fabricantes apresentem 
os resultados de estudos controlados, randomizados e mascarados para 
avaliar a eficácia vacinal (Estudos de fase III) e estudos de vigilância e 
pesquisas pós-registro (Estudos de fase IV) (BRASIL 2007). Em maio de 
2009 o MS publica a Nota Técnica intitulada “Nota de esclarecimento sobre 
as Vacinas Anti-leishmaniose Visceral Canina registradas no MAPA” onde 
não recomenda o uso das vacinas como medida de controle nos programas 
de Saúde Pública até a conclusão e avaliação dos estudos propostos na 




O controle de vetores por meio do uso de inseticidas de efeito residual 
em áreas onde a presença dos flebótomíneos foi identificada, e o uso de 
coleiras para cães impregnadas com inseticidas, são ações aceitas pelas 
populações afetadas, porém é necessária a realização de estudos para 
demonstrar a sua efetividade e para melhor conhecer o comportamento e a 
sazonalidade do vetor que permita intervenções mais precisas, bem como 
da resistência aos inseticidas atualmente utilizados (Romero e Boelaert 
2010). 
 
Estudo realizado em Teresina, capital do estado do Piauí, aponta para 
um efeito protetor da eliminação de cães infectados em adição à borrifação 
intradomiciliar com inseticidas, na incidência de infecção por L. infantum 
(Costa et al. 2007). 
 
Políticas públicas orientadas para eliminação da fome e de suporte 
nutricional, para melhorias habitacionais, da gestão de resíduos ou outras 
que envolvam a participação da comunidade, poderiam contribuir 




1.8. O diagnóstico da leishmaniose visceral canina 
 
O diagnóstico oportuno dos casos humanos e a correta classificação 
dos cães infectados ou não são fundamentais para o sucesso do programa 
de controle da LV. O diagnóstico deve estar baseado nos achados clínicos, 
epidemiológicos e laboratoriais.  
 
A suspeita inicial da enfermidade normalmente esta relacionada com 
o aparecimento de sinais clínicos tanto no homem como no cão. A 
apresentação de sintomas suspeitos, em conjunto com o diagnóstico 
epidemiológico baseado nas características ambientais e ecológicas que 
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propiciem a dispersão dos vetores, reservatórios e do agente em uma 
determinada área, asseguram um bom indicador da presença da 
enfermidade. O diagnóstico laboratorial deve ser realizado para auxiliar na 
conclusão final do diagnóstico. Diversas técnicas laboratoriais são 
ferramentas utilizadas para o diagnóstico da LV tais como:  
 
I. Técnicas sorológicas 
a. -Imunofluorescência indireta – IFI 
b. -Ensaio imunoenzimático – ELISA  
c. -Teste de aglutinação direta – DAT  
d. -Testes imunocromatográficos rápidos  
e. -Western Blot 
II.  
III. Técnicas parasitológicas 
a. -Pesquisa direta do parasito 
i.     -Preparação de esfregaço de pele 
ii.     -Aspirados de linfonodos, medula óssea, baço ou outros tecidos 
b. -Histopatologia convencional de tecidos corados com hematoxilina-eosina 
c. -Imunohistoquímica usando anticorpos anti-Leishmania 
d. -Cultura de parasitos em meios específicos 
 
IV. Detecção de DNA do parasito 
a. -PCR (polymerase chain reaction) convencional ou quantitativa 
b. -Hibridação com sondas específicas 
 
Como método diagnóstico da LVC, o programa brasileiro 
recomendava até 2012 a utilização de duas técnicas sorológicas 
combinadas, ELISA e IFI, produzidos por Biomanguinhos® (Rio de Janeiro, 
Brasil). Os conjuntos de diagnóstico são distribuídos para os Laboratórios 
Centrais de Saúde Pública (Lacens) após avaliação e aprovação de controle 
de qualidade no laboratório de referência nacional da Fundação Ezequiel 
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Dias (FUNED). Os Lacens e laboratórios oficiais credenciados realizam os 
exames em áreas de transmissão de LV a fim de detectar cães infectados. O 
Ministério da Saúde recomendava a triagem pelo método de ELISA e a 
confirmação pela IFI. Isto se deve ao fato de que o ELISA constitui uma 
técnica automatizada e mais sensível, sendo indicada para triagem e a IFI, 
por ser mais específica, para confirmar animais infectados, reduzindo assim 
a probabilidade da manutenção de animais com resultados falso-negativos 
na localidade bem como de eutanasiar animais com resultados falso-
positivos (BRASIL 2006). O protocolo atual brasileiro utiliza um teste 
imunocromatográfico rápido (DPP- Plataforma de duplo percurso) como 
teste de triagem e o ELISA como confirmatório. 
 
O diagnóstico parasitológico é método de certeza e baseia-se na 
demonstração do parasito. Apesar de simples, alguns desses exames são 
invasivos e podem levar riscos para os animais. Os testes parasitológicos 
podem apresentar uma especificidade de quase 100%, mas a sensibilidade 
é afetada pelo grau de parasitismo. Nos cães sintomáticos, os métodos 
parasitológicos podem apresentar 80% de sensibilidade. No entanto, nos 
cães oligossintomáticos e principalmente nos assintomáticos, a sensibilidade 
desses métodos diminui (BRASIL 2006; Baneth e Aroch 2008). Devido ao 
número de animais testados no programa brasileiro, os testes 
parasitológicos são impraticáveis na rotina de saúde pública.  
 
Métodos moleculares como a detecção de DNA por meio da PCR 
podem se aproximar melhor ao “padrão de referência” para determinar a 
presença e identidade das infecções por Leishmania tanto em vertebrados 
como nos vetores (Manna et al. 2006). Estudos utilizando a técnica de PCR 
têm demonstrado que a prevalência da infecção em cães é maior que 
aquelas indicadas pelos estudos sorológicos (Berrahal et al. 1996; Solano-
Gallego et al 2001). Porém, essa ferramenta diagnóstica não está disponível 
na rotina de vigilância epidemiológica do programa de controle brasileiro, 
ficando restrita aos centros de pesquisa. Essa técnica carece de estudos de 
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validação para identificar qual ensaio seria o mais adequado para uso na 
rotina da rede de Lacens. 
 
Os métodos sorológicos baseados na detecção de anticorpos são os 
mais utilizados no diagnóstico da LVC e indicam a exposição do animal à 
infecção. A soro-conversão ocorre aproximadamente três meses após a 
infecção. Animais doentes desenvolvem resposta imune humoral e 
produzem altos títulos de imunoglobulina G (IgG) anti-Leishmania e em 
menor grau de imunoglobulina M (IgM) (Marcondes et al. 2011). 
 
Os métodos de IFI, ELISA, DAT e mais recentemente a 
imunocromatografia rápida são técnicas amplamente desenvolvidas para 
melhorar o monitoramento e controle da LVC. Entretanto, os testes 
sorológicos devem ser interpretados com cautela, uma vez que não são 
100% sensíveis e específicos, falham na detecção de cães infectados no 
período pré-patente da doença e não discriminam entre doença e infecção 
assintomática além de poder apresentar reações cruzadas com outras 
enfermidades (Vexenat et al. 1996; Sarkari 2005; Pinheiro et al. 2009). 
 
Animais com menos de três meses de idade não devem ser avaliados 
por meio de métodos sorológicos, pois, resultados positivos podem refletir a 
presença de anticorpos maternos transferidos passivamente (Braga et al. 
1998).  
 
A soroprevalência para LV na população canina na bacia do 
Mediterrâneo varia de região para região. Por exemplo, na Itália, a região da 
Apúlia possui a prevalência de 14,5% e a Toscana 24%, nos Alpes 
Marítimos na França, apresenta prevalências entre 3% a 17%, na Espanha, 
Madrid tem 5% e a região do Priorato tem 18%, em Portugal na área 
circundante de Lisboa, a prevalência é de 8,5% (Moreno e Alvar 2002). Em 
Israel, nas vilas de Nataf e Nili têm soroprevalencia de 10% e 12.9%, 





No Brasil, a situação não difere dos dados apresentados nos países 
de velho mundo, a prevalência de cães infectados vivendo em áreas 
endêmicas varia de 1% a 67% (Coutinho et al. 1985; Paranhos-Silva et al 
1996; Bernadina et al. 1997; Ashford et al. 1998; Moura et al. 1999; Franca-
Silva et al. 2003; Silva et al. 2005; Mestre e Fontes 2007; Queiroz et al. 
2009). 
Além dos fatores ecológicos, a prevalência canina pode variar devido 
ao tipo de utilização e comportamento dos cães. Em estudos desenvolvidos 
na Argélia cães de rua apresentam maior prevalência (11,7%) que cães de 
fazenda (9,7%) e cães da guarda florestal (5,9%) (Adela et al. 2010). 
Estudos relacionando a carga parasitária, sinais clínicos e avaliação 
sorológica e molecular são discutidos por diversos autores (Mettler et al. 
2005; Silva et al. 2005; Rodriguez-Cortes et al. 2007; Candido et al. 2008; 
Pinheiro et al. 2009). Manna e colaboradores em 2006 concluem que existe 
uma correlação positiva entre carga parasitária e sintomatologia clínica 
(Manna et al 2006). Outros autores apresentam correlação positiva entre 
altas concentrações de anticorpos (IgG, IgG1 e IgG2), a carga parasitária em 
tecidos e os escores de manifestações clínicas (Rodriguez-Cortes 2007). 
Rodriguez-Cortez e colaboradores no ano de 2007 também sugerem que 
quando a doença clínica se manifesta o número de parasitos aumenta nos 
órgãos-alvo e na circulação sanguínea, sendo o maior achado desses 
autores a existência de correlação negativa entre a carga parasitária e a 
imunidade celular específica (Rodriguez-Cortes 2007). O estudo conduzido 
por da Costa-Val e colaboradores em 2007 demonstra que animais com 
acentuada sintomatologia clínica apresentam altos níveis de IgG e são 
hábeis para infectar um grande número de flebotomíneos (Costa-Val et al. 
2007). 
 
O aparecimento de sintomatologia clínica em animais soropositivos 
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pode variar conforme a região e metodologia utilizada pelos autores: 20% 
(Ait-Oudhia et al. 2009), 28% (Baneth et al. 1998) 41,2% (Tomaz-Soccol et 
al. 2009), 50% (Madeira et al 2004). Da mesma forma o desempenho dos 
testes sorológicos depende de fatores como o status da infecção (Mettler 
2005; Candido et al. 2008), do tipo de antígeno utilizado (Porrozzi et al. 
2007) ou da amostra testada, soro ou eluato obtido de amostras sanguíneas 






A ampla distribuição da LV em quatro continentes em 98 países 
expondo ao risco de adoecer quase 350 milhões de pessoas. A mudança 
dos padrões epidemiológicos, com acentuada urbanização e expansão para 
áreas consideradas indenes, e as taxas de letalidade preocupantes, fazem 
da LV uma das principais enfermidades de interesse da saúde pública da 
atualidade.  
 
O cão é incriminado como o principal reservatório da LV. A enzootia 
canina tem precedido a ocorrência de casos humanos e a infecção destes 
tem sido mais prevalente do que nos humanos. Dentre as medidas de 
controle preconizadas pelo Ministério da Saúde brasileiro para reduzir os 
riscos de infecção humana, o controle dos reservatórios caninos por meio de 
inquéritos sorológicos para a identificação de animais infectados e a 
posterior eutanásia é a que gera maiores debates na sociedade e no meio 
científico, principalmente, no que diz respeito à segurança de estar 
encaminhando para eutanásia aqueles animais verdadeiramente infectados. 
 
Os testes sorológicos tem sido indicados como os métodos de 
primeira escolha para a identificação de cães infectados por Leishmania 
devido à facilidade de coleta de amostras em condições de campo e baixo 
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custo, assim como a relativa facilidade na execução das técnicas. 
Entretanto, atualmente essas metodologias tem sido duramente criticadas 
por diversos autores pela sua baixa acurácia, principalmente a IFI. Como 
consequência, animais que apresentam resultados falso-negativos podem 
permanecer no ambiente, contribuindo para a manutenção e dispersão da 
enfermidade, ou animais que apresentam resultados falso-positivos serem 
encaminhados para eutanásia de forma desnecessária. 
 
Testes mais específicos são mais relevantes para a exclusão do 
diagnóstico frente a casos clínicos suspeitos. Por outro lado, testes sensíveis 
são fundamentais para programas de vigilância ou para testar cães 
importados de regiões endêmicas e identificar animais portadores sadios 
(Mettler 2005).  
 
Um dos fatores determinantes da sensibilidade e especificidade dos 
métodos diagnósticos é o tipo de antígeno utilizado e o procedimento para a 
sua obtenção ou purificação, portanto, metodologia idêntica com antígenos 
diferentes pode modificar de forma importante os valores de sensibilidade e 
especificidade do teste (Kar 1995; Boarino et al. 2008). 
 
Uma das principais limitações dos métodos sorológicos ocorre devido 
a possibilidade de reações cruzadas com infecção causadas por leishmanias 
dermotrópicas tais como L. (Viannia) braziliensis e outros tripanosomatideos 
como Trypanosoma cruzi (Trocarelli et al. 2009), os quais apresentam uma 
relação filogenética muito estreita com L. infantum, podendo causar 
resultados falsos positivos (Vexenat et al. 1996). Paralelamente, os achados 
falsos negativos podem ocorrer, ou por atraso no período pré-patente da 
infecção ou porque alguns cães nunca soro convertem (Paranhos-Silva 
1996).  
 
Apesar da técnica de IFI apresentar moderada sensibilidade e 
especificidade, algumas desvantagens tais como a não automatização do 
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procedimento e a avaliação subjetiva do resultado que afeta a sua 
reprodutibilidade têm sido apontadas como fatores limitadores para sua 
utilização em larga escala. Por outro lado, os ensaios imunoenzimaticos 
(ELISA) que são automatizados, possuem vantagens nesse aspecto (Rosati 
et al. 2003). 
 
Considerando as vantagens do método de ELISA e tendo em vista 
que o teste de ELISA disponível atualmente nos Lacens é produzido com 
antígeno de L. major, que poderia ser inadequado por se tratar de espécie 
de Leishmania diferente da espécie associada com a LVC no Brasil, torna-se 
necessária a realização de um estudo de validação para comparar a 
acurácia e a reprodutibilidade da metodologia de ELISA utilizando antígeno 
homólogo preparado com L. infantum.  Assim como, um estudo de validação 
de uma estratégia de combinação de testes sorológicos para o diagnóstico 
da leishmaniose visceral canina no Brasil. 
 
Portanto, foi desenvolvido um estudo de validação em amostras de 
soro obtidas de uma amostra representativa de cães de várias regiões do 
país, utilizando um padrão de referência de diagnóstico apropriado para 
definir se existe vantagem na possível mudança da composição antigênica 
do kit de ELISA produzido com antígeno de L. major por um antígeno de L. 
infantum, assim como, validar as estratégias de testagem sorológicas 
combinadas dos testes diagnósticos utilizados no Brasil até 2012.   






3.1 Objetivo geral 
 
Avaliar a acurácia e a reprodutibilidade de dois testes 
imunoenzimáticos – ELISA produzidos por Bio-Manguinhos para o 
diagnóstico da leishmaniose visceral canina. 
Avaliar a acurácia da combinação de testes sorológicos para o 
diagnóstico da leishmaniose visceral canina. 
 
3.2 Objetivos específicos 
 
i.Estimar a sensibilidade, especificidade, área sob a curva ROC (AUC), 
valores preditivo positivo e preditivo negativo dos testes 
imunoenzimáticos preparados com antígenos de Leishmania major ou 
Leishmania infantum; 
ii.Comparar a acurácia dos testes imunoenzimáticos com a acurácia da 
reação de imunofluorescência indireta com antígeno de Leishmania 
major, em um laboratório de referência; 
iii.Avaliar a confiabilidade/reprodutibilidade dos resultados dos testes em 
laboratórios com distintos níveis de complexidade; 
iv.Estimar a acurácia dos testes de ELISA e IFI aplicados em combinação 
sequencial ou de forma paralela; 
v.Avaliar o desempenho do uso combinado para cenários hipotéticos de 






 4. METODOLOGIA 
 
 
4.1. Delineamento do estudo 
 
Trata-se de um estudo de validação de testes diagnósticos com três 
componentes: 
 
i. Validação da acurácia das técnicas de ELISA com antígenos de L. 
major e L. infantum para o diagnóstico de LVC, tendo como padrão de 
referência uma combinação de testes parasitológicos; 
ii. Avaliação da confiabilidade entre laboratórios, por meio da estimativa 
de coeficientes de correlação intraclasse.  
iii. Validação de uma estratégia combinada de testagem sorológica 
utilizando-se um teste de ELISA e a Imunofluorescência Indireta para 
o diagnóstico da leishmaniose visceral canina no Brasil. 
 
Para esse trabalho foram utilizados 1600 soros caninos coletados em 
um estudo multicêntrico realizado entre os anos de 2008 e 2010 em quatro 
cidades endêmicas para leishmaniose visceral: Bauru, no Estado de São 
Paulo, Brasília no Distrito Federal, Palmas, no Estado do Tocantins e 
Fortaleza, no Estado do Ceará, das Regiões Sudeste, Centro-oeste, Norte e 
Nordeste do Brasil respectivamente. De cada município trabalhado foram 
escolhidos três bairros com prevalências da LVC igual ou superior a 10%. 
Os animais foram selecionados sem avaliação clínica ou diagnóstico 
laboratorial prévio. A inclusão dos cães foi por meio de amostragem 
sistemática das casas onde residiam por rua trabalhada em cada um dos 
bairros selecionados. A partir da primeira casa os domicílios foram 
selecionados alternadamente até completar a amostra de 400 cães em cada 
uma das quatro cidades.  
A validação da acurácia dos testes individuais e de forma combinada 
foi realizada nos meses de março e abril de 2010, no Laboratório de 
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Referência Nacional, pertencente a Fundação Ezequiel Dias localizado na 
cidade de Belo Horizonte no estado de Minas Gerais. 
Para a avaliação da confiabilidade dos testes, realizada no mesmo 
período, além do Laboratório de Referência Nacional, foram incluídos, um 
Laboratório de Referência Estadual, representado pelo Instituto Adolfo Lutz 
da cidade de São Paulo –SP (IAL-SP) e um Laboratório de Referência 
Municipal, representado pelo laboratório do Centro de Controle de Zoonoses 
da cidade de Campo Grande no estado de Mato Grosso do Sul (CCZ-CG). 
A avaliação em cada um dos laboratórios participantes foi realizada 
de maneira mascarada, sendo que os avaliadores ignoravam o resultado dos 
exames que constituíram o padrão de referência e os resultados dos exames 
realizados nos outros laboratórios. 
 
4.2. O padrão de referência 
 
De cada animal selecionado foram coletadas amostras de soro, pele 
íntegra e de lesão cutânea quando presente. Nas amostras cutâneas foi 
realizada pesquisa parasitológica pelas técnicas de visualização direta de 
parasitos em cortes histopatológicos corados com hematoxilina-eosina e 
teste imunohistoquímico segundo Figueiredo et al. (2010). Também foi 
realizada a cultura celular para o isolamento do parasito em meio de cultura 
segundo Madeira et al. (2009). As amostras foram enviadas e processadas 
no Laboratório de Vigilância em Leishmaniose do Instituto de Pesquisa 
Evandro Chagas da Fundação Oswaldo Cruz (IPEC/FIOCRUZ-RJ) 
referência nacional no diagnóstico parasitológico das Leishmanioses.  
 
As técnicas citadas constituíram o padrão de referência, sendo 
considerado um caso positivo para a infecção por L. infantum o animal que 
apresentasse positividade em pelo menos um dos testes descritos acima e 






4.3. Testes avaliados 
 
 
Foram validados dois testes de ELISA e um teste de IFI como 
parâmetro de comparação: 
 ELISA com antígeno bruto de promastigota de Leishmania major-like 
produto registrado no Ministério da Agricultura e Pecuária e utilizado 
atualmente nos serviços de diagnóstico oficial. 
 ELISA com antígeno bruto de promastigota de Leishmania infantum, 
produto piloto, produzido para essa avaliação e não disponível no 
mercado.  
 Teste de imunofluorescência indireta com o kit utilizado na rotina do 
diagnóstico de LVC com antígeno L. major-like. 
 
Todos os conjuntos diagnósticos foram produzidos e fornecidos pelo 
Laboratório Bio-Manguinhos /FIOCRUZ, Rio de Janeiro.  
 
4.4. Descrição da metodologia analítica. 
 
Os soros criopreservados no Instituto de Pesquisa Evandro Chagas 
da Fundação Oswaldo Cruz (IPEC/FIOCRUZ-RJ) foram enviados em gelo 
seco ao Laboratório de Referência Nacional (FUNED-MG) com identificação 
codificada. As amostras foram posteriormente descongeladas e separadas 
em alíquotas de 100µL em tubos tipo eppendorf que foram então enviadas 
sob refrigeração em gelo reciclável ao IAL-SP e para o CCZ-CG para a 
execução dos ensaios.  
 
Os protocolos para a realização das técnicas de ELISA e IFI utilizados 
nos três laboratórios foram idênticos e se basearam nas recomendações do 
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fabricante do conjunto diagnóstico (BIO-MANGUINHOS®, Rio de Janeiro, 
Brasil) (ANEXO 9.2 e 9.3). 
 
A leitura dos testes de ELISA foi realizada com os equipamentos de 
uso rotineiro dos laboratórios participantes: espectrofotômetro para 
microplacas, equipado com filtro de 450nm para leitura e sem a utilização de 
filtro de referência (620-630nm). A IFI foi lida em microscópio de 
imunofluorescência em câmara escura.  
 
4.4.1 Teste Imunoenzimático - ELISA 
 
Cinco μL dos controles fornecidos pelo fabricante e das amostras de 
soros foram diluídos em 500 μL do diluente de amostra/conjugado (1:100). 
100 μL distribuídos em placas e incubados a 37ºC por 30 minutos, seguido 
de 6 lavagens com solução tampão. 100 μL do conjugado diluído e 
homogeneizado foram adicionados em cada poço e incubados. 100 μL do 
substrato foram rapidamente distribuídos em todos os orifícios e incubado à 
temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 minutos. A reação foi 
bloqueada adicionando 50 μL de ácido sulfúrico 2M em todos os orifícios. A 
leitura e estabelecimento das densidades óticas de cada soro testado foi 
realizada em espectrofotômetro para microplacas, equipado com filtro de 
450nm e sem a utilização de filtro de referência (620-630nm). A densidade 
ótica de cada soro foi utilizada para a construção da curva ROC (receiver 
operating characteristic). 
 
O cut-off foi de duas vezes a média da densidade ótica dos controles 
negativos presentes na placa, conforme recomendação do fabricante 
(ANEXO 9.2). Amostras que apresentaram densidade ótica com valores 
entre o valor obtido do cut-off e um valor correspondente 1,2 vezes o cut-off 
foram consideradas indeterminadas e retestadas. Aquelas que mantiveram o 
status “indeterminado” foram incluídas entre os soros negativos, já que para 
animais nessa condição não se recomenda a eutanásia e uma nova amostra 
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de soro deve ser coletada 30 dias após o primeiro resultado. 
 
Para padronização das densidades óticas (DO) das amostras, 
dividiram-se as densidades óticas (DO) obtidas pela amostra pelo seu 
respectivo cut-off. O produto dessa divisão foi denominado de índice da 
densidade ótica (IDO), que foi utilizado para a avaliação de confiabilidade 
entre laboratórios.  
 
4.4.2 Teste de imunofluorescência indireta 
 
O teste de imunofluorescência indireta foi realizado seguindo as 
indicações do fabricante conforme descrito no manual de utilização do teste 
(ANEXO 9.3), considerando como positivos as amostras com titulação igual 
ou maior que 1:40, conforme é preconizado pelo Programa Nacional de 
Controle da Leishmaniose Visceral (PVCLV) no Brasil. 
 
4.5. Analise estatística 
 
Os resultados obtidos nos exames laboratoriais foram organizados em 
planilhas Excel e analisados no programa SPSS 16 para Windows. Foram 
estimadas as seguintes medidas: sensibilidade, especificidade, curva ROC, 
valores preditivos positivo e negativo e coeficientes de correlação intraclasse 
como medida de confiabilidade. Os coeficientes de correlação intraclasse 
(CCI) foram calculados a partir do modelo Two-way Random para 
concordância perfeita. Foram estimados os respectivos intervalos de 
confiança de 95%.  
 
Foi realizada a análise de sensibilidade para a estimativa de valores 
preditivos segundo diferentes estimativas de prevalência tendo como 
referência a prevalência estimada em outros estudos (Coutinho et al. 1985; 
Paranhos-Silva et al. 1996; Bernadina et al. 1997; Ashford et al. 1998; Moura 
et al. 1999; Franca-Silva et al. 2003; Silva et al. 2005; Mestre e Fontes 2007; 
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Queiroz et al. 2009). Assim como a analise do uso dos testes de forma 
combinada, tanto em paralelo como em série estimando o comportamento 
em diferentes prevalências. 
 
 
4.6. Aspectos éticos 
 
A pesquisa foi aprovada no Comitê de Ética no Uso Animal – CEUA / 
FIOCRUZ sob o protocolo L-38/08, para a construção do painel nacional e 






Das 1600 amostras de soro enviados aos laboratórios participantes, 
150 foram excluídos das análises, pois apresentavam resultados 
parasitológicos inconclusivos. Também foram excluídas 25 amostras cujo 
material foi insuficiente para a realização de todos os testes em todos os 
laboratórios (Figura 6).  
Foram incluídos na validação 1425 amostras de soro, dos quais, 98 
(6,9%) foram classificados como positivos pelo padrão de referência, e 1327 
(93,1%) amostras de soro de animais que foram considerados negativos 


















1600 soros caninos coletados em  4 








Soros excluídos do 
estudo 
25 soros com 
material insuficiente 
Soros excluídos do 
estudo 
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para o estudo 
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para L. infantum 
1327 soros de animais 
considerados negativos 
para L. infantum 
 
 Figura 5 – Algoritmo de inclusão e exclusão das amostras de soro canino para a 
validação dos testes de ELISA com antígeno de Leishmania major, ELISA com 
antígenos de Leishmania infantum e Imunofluorescência Indireta com antígenos de 
L. major. 
 Conforme a metodologia escolhida pelo autor segue a apresentação dos 
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A leishmaniose visceral é uma enfermidade parasitária, provocada pelo protozoário 
Leishmania (Leishmania) infantum (sin. Leishmania (Leishmania) chagasi). A limitada 
acurácia dos testes empregados para o diagnóstico dos cães pode contribuir com a falta de 
impacto de uma das medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Saúde brasileiro, 
a eutanásia de cães sororreagentes para leishmaniose. O objetivo deste trabalho é estimar 
a acurácia e a confiabilidade de dois testes de ELISA que utilizam antígenos de L.(L.) major 
ou de L.(L.) infantum em laboratórios de diferentes níveis de complexidade.  
Método  
Foi utilizado um painel de 1.425 amostras de soros caninos, coletados em estudo 
multicêntrico. As amostras foram analisadas por meio de técnicas de visualização direta de 
parasitos, por estudo histopatológico corado com hematoxilina-eosina, pela técnica de 
imunohistoquímica e pelo isolamento do parasito em cultura. Estas técnicas constituíram o 
padrão-ouro, sendo um caso positivo para a infecção por L. infantum o animal que 
apresentasse positividade em pelo menos um dos testes.    
Resultados 
A sensibilidade do exame com o antígeno de L. major foi de 90,8% (84,1 – 97,5% IC95%) nos 
três laboratórios e com antígeno de L. infantum de 80,6% (73,0 – 88,2% IC95%) a 89,8% 
(84,0 – 95,7%  IC95%); a especificidade variou de 78,4% ( 76,7 – 80,2% IC95%) a 84,8% ( 
83,0 – 85,5% IC95%) com L.  major e de 82,9% (81,1 – 85,0% IC95%) a 87,3 (85,5 – 99,0% 
IC95%), com L. infantum. Os coeficientes de  correlação intraclasse médios dos testes com 
antígenos de L. major, variaram entre 0,890 (0,876-0,902 IC95%) e 0,948 (0,942-0,953 
IC95%) e com os antígenos de L. infantum entre 0,818 (0,792-0,841IC95%) e  0,879 (0,865-
0,8910 IC95%).   
Interpretação   
Concluiu-se que a acurácia e a confiabilidade dos dois testes avaliados são semelhantes e 
portanto, não se justifica a mudança do antígeno no teste de ELISA atualmente constituído 
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por L. major para diagnóstico de leishmaniose visceral canina no Brasil.   
 
Palavras-chave: Sensibilidade; Especificidade; Confiabilidade; Leishmaniose visceral; 
Leishmania infantum; Leishmania major; Sorologia 
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Resumo do Autor  
 
A leishmaniose visceral é uma enfermidade parasitária, provocada pelo protozoário 
Leishmania (Leishmania) infantum (sin. Leishmania (Leishmania) chagasi e tem o cão 
doméstico como seu principal reservatório urbano. No Brasil a eutanásia dos cães sorreagentes é 
uma das principais medidas de controle utilizada pelo Ministério da Saúde, porém, o impacto dessa 
medida não tem demonstrado eficiência. A limitada acurácia dos testes empregados para o 
diagnóstico dos cães é apontado como uma das principais causas baixa efetividade dessa 
ação. A utilização de antígenos espécie especifica poderia melhorar o desempenho dos testes e 
consequentemente evitar à permanência de cães falsos negativos no ambiente, assim como, a 
realização da eutanásia de cães falsos positivos. O objetivo deste trabalho é estimar a acurácia e 
a confiabilidade de dois testes de ELISA que utilizam antígenos de L.(L.) major ou de L.(L.) 
infantum em laboratórios de diferentes níveis de complexidade, e assim contribuir com 
indicativos concretos, da necessidade de alteração dos antígenos atualmente empregados 
no Programa Nacional de Controle da Leishmaniose Visceral do Brasil. Concluiu-se que a 
acurácia e a confiabilidade dos dois testes avaliados são semelhantes e portanto, não se 
justifica a mudança do antígeno no teste de ELISA atualmente constituído por L. major para 




A leishmaniose visceral (LV) é uma enfermidade parasitária grave que 
atinge o sistema mononuclear fagocitário do homem e dos animais. O agente 
responsável pela infecção no Brasil é Leishmania (Leishmania) infantum (sin. 
Leishmania (Leishmania) chagasi) (1,2). O parasito é transmitido principalmente 
pela picada de fêmeas do flebotomíneo Lutzomyia longipalpis (2,3,4). No Brasil, a 
LV é endêmica e apresenta um processo de urbanização desde 1980, com focos 
em diversas cidades nas cinco regiões político-administrativas do país (6). A 
prevalência de cães infectados vivendo em áreas endêmicas no país varia de 1% a 
67% (3,6)  
 
Uma das medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Saúde 
brasileiro é a eutanásia de cães sororreagentes para leishmaniose tendo como 
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objetivo a interrupção do ciclo de transmissão (7). Apesar de ser empregada desde 
a década de 1950, essa medida ainda é polêmica e controversa, principalmente por 
não ter demonstrado, até o momento, efetividade consistente na redução da 
incidência da doença (8,9). Um dos fatores que poderia estar relacionado com a 
falta de impacto dessa medida de controle seria a limitada acurácia dos testes 
empregados para o diagnóstico dos cães (10). Como método diagnóstico para LV 
canina o programa brasileiro utiliza duas técnicas sorológicas: ensaio 
imunoenzimático (enzyme-linked immunosorbent assays - ELISA) e 
imunofluorescência indireta (IFI). Os kits de diagnóstico são distribuídos para os 
Laboratórios Centrais de Saúde Pública (LACEN), em todo o país e para os 
laboratórios credenciados que realizam os exames em áreas de transmissão de LV. 
O Ministério da Saúde recomenda a triagem pelo método de ELISA e a confirmação 
pela IFI (7).  
 
Uma das desvantagens dos testes sorológicos é a possibilidade de resultados 
falsos positivos, devido às reações cruzadas provocadas pela infecções causadas 
por outros membros da família Trypanosomatidae tais com Trypanosoma cruzi e T. 
caninum visto que existem epítopos comuns que têm impacto na especificidade dos 
ensaios (11,12,13). Testes específicos são mais importantes para descartar o 
diagnóstico em casos clínicos suspeitos, por outro lado, testes sensíveis são 
fundamentais para programas de vigilância ou para testar cães importados de 
regiões endêmicas e identificar animais portadores sadios (14).  
Conforme Kar (1995) e Boarino (2008), a sensibilidade e especificidade dos 
métodos de diagnósticos sorológicos dependem do tipo e da purificação do 
antígeno utilizado (15,16). Os testes atualmente disponibilizados à rede pública de 
laboratórios no Brasil são produzidos pelo laboratório Biomanguinhos® da Fundação 
Osvaldo Cruz, do Ministério da Saúde e utilizam como antígeno a L. major. 
Entretanto, há uma crescente discussão técnica e acadêmica sobre a possibilidade 
de melhorar a acurácia do teste por meio da utilização de antígeno espécie-
específico de L. infantum, o que poderia resultar em maior eficiência na remoção de 
cães sororreagentes e consequentemente no impacto do programa de controle.  
 
Assim, o objetivo deste trabalho é estimar a validade e a confiabilidade (entre 
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Foi realizado um estudo de validação de técnicas de ELISA com antígenos 
de L. major e L.infantum para o diagnóstico de LVC, tendo como padrão-ouro os 
testes parasitológicos; e um estudo de confiabilidade entre laboratórios, por meio da 
estimativa de coeficientes de correlação intraclasse (CCI).  
 
Foram utilizadas amostras de soro canino e amostras de pele ou lesão 
previamente coletadas de 1.600 cães, entre os anos de 2008 e 2010, em um estudo 
multicêntrico realizado em quatro cidades endêmicas para leishmaniose visceral 
canina (LVC): Bauru, no Estado de São Paulo, Brasília no Distrito Federal, Palmas, 
no Estado do Tocantins e Fortaleza, no Estado do Ceará, das Regiões Sudeste, 
Centro-Oeste, Norte e Nordeste do Brasil, respectivamente. De cada município 
trabalhado foram escolhidos três bairros com prevalências da LVC igual ou superior 
a 10%. Os animais foram selecionados sem avaliação clínica ou diagnóstico 
laboratorial prévio. A inclusão dos cães foi por meio de aleatorização sistemática 
das casas por rua trabalhada em cada um dos bairros selecionados. A partir da 
primeira casa os domicílios foram selecionados alternadamente até completar a 
amostra de 400 cães em cada uma das quatro cidades. 
 
As amostras cutâneas foram utilizadas para pesquisa parasitológica pelas 
técnicas de visualização direta de parasitos em cortes histopatológicos corados 
com hematoxilina-eosina, para teste imunohistoquímico segundo Figueiredo e al. 
(17), e para o isolamento do parasito em meio de cultura segundo Madeira et al. 
(18). As amostras foram processadas no Laboratório de Vigilância em 
Leishmaniose do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas da Fundação Oswaldo 
Cruz (IPEC/FIOCRUZ-RJ) referência nacional no diagnóstico parasitológico das 
Leishmanioses. As técnicas citadas constituíram o padrão-ouro, sendo considerado 
um caso positivo para a infecção por L. infantum o animal que apresentasse 




Foram validados dois testes de ELISA produzidos por Bio-Manguinhos: 
ELISA com antígenos brutos de Leishmania major, produto registrado no Ministério 
da Agricultura e Pecuária – MAPA e utilizado atualmente nos serviços de 
diagnóstico oficial e o ELISA com antígeno brutos de Leishmania infantum, produto 
piloto, produzido pelo mesmo fabricante para essa avaliação e não disponível no 
mercado. 
 
A validação da acurácia dos testes foi realizada nos meses de março e abril 
de 2010, pelo Laboratório de Referência Nacional pertencente a Fundação Ezequiel 
Dias (FUNED-MG) na cidade de Belo Horizonte, estado de Minas Gerais. No 
mesmo período, foi realizada a avaliação da confiabilidade dos testes, em três 
laboratórios de complexidades distintas que executam a rotina do diagnóstico da 
LVC: a) Laboratório de Referência Nacional(FUNED-MG), b) Laboratório de 
Referência Estadual no Instituto Adolfo Lutz (IAL-SP) e c) Laboratório de Referência 
Municipal no Centro de Controle de Zoonoses do município de Campo Grande - MS 
(CCZ-CG).  A validação da acurácia e avaliação da confiabilidade foram realizadas 
de maneira mascarada, sendo que os avaliadores ignoravam o resultado dos 
exames que constituíram o padrão-ouro. Os soros foram criopreservados no 
Instituto de Pesquisa Evandro Chagas da Fundação Oswaldo Cruz 
(IPEC/FIOCRUZ-RJ) e enviados em gelo seco ao Laboratório de Referência 
Nacional (FUNED-MG) com identificação codificada. As amostras foram 
posteriormente descongeladas e separadas em alíquotas de 100µL em tubos tipo 
eppendorf que foram então enviadas sob refrigeração em gelo reciclável ao IAL-SP 
e para o CCZ-CG para a execução dos ensaios.  
 
Os protocolos para a realização das técnicas de ELISA utilizados nos três 
laboratórios foram idênticos e se basearam nas recomendações do fabricante do 
conjunto diagnóstico (BIO-MANGUINHOS®, Rio de Janeiro, Brasil). A leitura e 
estabelecimento das densidades óticas foi realizada com os equipamentos de uso 
rotineiro dos laboratórios participantes: espectrofotômetro para microplacas, 
equipado com filtro de 450nm para leitura e sem a utilização de filtro de referência 
(620-630nm). O cálculo do cut-off foi de duas vezes a média da densidade ótica dos 
controles negativos presentes na placa, conforme recomendação do fabricante. 
Amostras que apresentaram densidade ótica com valores entre o valor obtido do 
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cut-off e um valor correspondente 1,2 vezes o valor do cut-off foram consideradas 
indeterminadas e retestadas. Aquelas que mantiveram o status “indeterminado” 
foram incluídas entre os soros negativosPara padronização das densidades óticas 
(DO) das amostras, dividiu-se as densidades óticas (DO) obtidas pela amostra pelo 
seu respectivo cut-off. O produto dessa divisão foi denominado de índice da 
densidade ótica (IDO), que foi utilizado para a avaliação de confiabilidade entre 
laboratórios, por meio do cálculo dos coeficientes de correlação intraclasse (CCI).  
 
Os resultados obtidos nos exames laboratoriais foram organizados em 
planilhas Excel e analisados no programa SPSS 16 para Windows. Foram 
estimadas as seguintes medidas: sensibilidade, especificidade, valores preditivos 
positivo, valores preditivos negativos, área abaixo da curva ROC (AUC) e 
coeficientes de correlação intraclasse como medida de confiabilidade. Os 
coeficientes de correlação intraclasse foram calculados a partir do modelo Two-way 
Random para absoluta concordância. Foram estimados os respectivos intervalos de 
95% de confiança. Foi ainda realizada análise de sensibilidade para a estimativa de 
valores preditivos segundo diferentes estimativas de prevalência tendo como 




O projeto foi desenvolvido após a aprovação pela Comissão de Ética no Uso 
de Animais da Fundação Instituto Oswaldo Cruz (CEUA – FIOCRUZ), sob a licença 
L-38/08. Todos os proprietários de cães que participaram da do experimento deram 




Das 1.600 amostras de soro enviadas aos laboratórios participantes, 150 
foram excluídas das análises, pois apresentavam resultados parasitológicos 
inconclusivos pelas técnicas utilizadas como padrão-ouro no IPEC/FIOCRUZ e 25 
amostras foram excluídas pela insuficiência de material para a realização de todos 
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os testes sorológicos em todos os laboratórios. Assim, foram incluídos no estudo as 
amostras de soro de 1.425 cães, dos quais, 98 (6,9%) foram classificados como 
positivos e 1.327 (93,1%) como negativos, pelo padrão-ouro.  
  Os resultados da acurácia do teste de ELISA com antígenos de L. major e L. 
infantum em cada laboratório estão demonstrados na Tabela 1. A sensibilidade foi 
de 91,84% a 97,589,80 IC95%) a 91,7% (85,1 a 98,4 IC95%) entre os três 
laboratórios e com antígeno de L. infantum variou de 80,6% (73,0 a 88,2 IC95%) a 
89,8% (84,0 a 95,7 IC95%); e a especificidade 7 variou de 83,57 a 82,59 para L. 
major e L. infantum respectivamente. A figura 1 apresenta os resultados da analise 
de sensibilidade para o cálculo dos valores preditivos positivos e negativos 
baseados na variação de soroprevalência entre 1 a 65%. 
 
A área sob a curva ROC foi de 0,920 e 0,898 para L. major e l. infantum 
respectivamente (Figura 2). 
Os coeficientes de correlação intraclasse médios dos testes com antígenos 
de L. major, variaram entre 0,890 e 0,948 e com os antígenos de L. infantum entre 




A relação entre os casos humanos de LV e a prevalência da enzootia canina 
tem levado a múltiplos esforços para reduzir os riscos de transmissão. Um 
importante pilar do Programa Nacional de Controle da Leishmaniose Visceral 
(PNCLV) do Ministério da Saúde do Brasil é a vigilância de reservatórios por meio 
da identificação e eutanásia dos cães infectados. A busca por testes diagnósticos 
acurados que possam satisfazer os anseios, tanto da saúde pública como dos 
proprietários de cães residentes em áreas endêmicas, quanto à confiança em um 
diagnóstico válido, é o grande desafio dos pesquisadores. 
 
A avaliação da soroprevalência canina em áreas endêmicas pode gerar 
muitas dúvidas dependendo da sensibilidade e a especificidade dos testes 
utilizados, que tem sido variáveis entre diversos estudos de validação Estas 
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variações poderiam estar relacionadas principalmente às diferenças entre a 
população de referência e as estratégias de amostragem que têm sido utilizadas 
para o processo de validação, assim como, pelas características técnicas do teste, 
competência do laboratório, o padrão-ouro escolhido e o ponto de corte para a 
interpretação (26). Entretanto, fatores biológicos podem afetar a acurácia dos 
testes sorológicos. A sensibilidade pode variar com o estádio da infecção ou o 
estado imunológico do hospedeiro, assim como menor especificidade pode ser 
explicada por reações cruzadas com outros agentes ou quando esta propriedade é 
estimada em cães que realmente estão infectados porém não são adequadamente 
detectados pelo padrão-ouro (26). Testes diagnósticos baseados em antígenos 
recombinantes mais específicos estão sendo desenvolvidos, porém a baixa 
sensibilidade dificultam o seu uso como ferramenta de primeira escolha para 
inquéritos epidemiológicos e programas de controle. 
 
A partir desses princípios, o presente estudo avaliou a acurácia e a 
reprodutibilidade do ELISA BIO-MANGUINHOS® com antígenos de L. major e 
antígeno de L. infantum frente a um painel de amostras de soros caninos que 
abrangeu o largo spectro da infecção por Leishmania,desde animais assintomáticos 
para aqueles seriamente enfermos, que pela sua composição representa a 
realidade da LV canina no Brasil. Destaca-se que o método aleatório na seleção 
dos cães contribuiu para a redução do viés de seleção que costuma afetar os 
estudos de validação onde há uma representação desequilibrada a favor dos cães 
sintomáticos. Destaca-se, ainda, neste estudo, o rigor técnico e a abrangência dos 
métodos que compuseram o padrão-ouro. Entretanto, nosso padrão de referência 
pode falhar na detecção de cães assintomáticos que apresentam poucos parasitas 
nos tecidos, produzindo erros de classificação e substimando os reais valores da 
especificidade dos testes avaliados. 
 
Na comparando da sensibilidade entre os dois antígenos o desempenho foi 
semelhante. Barbosa-De-Deus et al.(27) obtiveram melhores resultados da 
sensibilidade (98%) e especificidade (95%), com um teste de ELISA utilizando 
antígeno obtido de promastigotas de L. major-like em amostras de 1741 animais 
(1582 negativas e 159 positivas). Similar resultados com sensibilidade de 97% e 
especificidade de 98% foi descrito por Scalone et al. (28) para amostras de 415 
 54 
 
animais (157 positivos e 258 negativas) utilizando antígeno recombinante rK39. 
Carvalho et al. (29) observou 100% de sensibilidade e especificidade utilizando um 
ELISA in house com antígenos de L. infantum em amostras de 125 animais (110 
positivas e 15 negativas). O fato da utilização de outro teste sorológico como 
padrão de referência pode ser uma desvantagem já que os testes avaliados 
estariam detectando o mesmo fenômeno de elevação de anticorpos detectado pelo 
padrão-ouro e, portanto, teriam maior probabilidade de concordância, 
superestimando os valores de sensibilidade e especificidade.  
Achados de Oliveira et al.(30) testando técnica de ELISA com antígeno de L. 
infantum/chagasi foram de 90% e 100% para a sensibilidade e especificidade, 
respectivamente. Foram testadas 101 amostras, das quais, 30 de cães com 
diagnóstico parasitológico comprovado e 71 negativas (41). Para o cálculo da 
sensibilidade os pesquisadores utilizaram somente o soro de cães com diagnóstico 
parasitológico confirmado e para a especificidade somente os soros considerados 
negativos, o que melhora artificialmente a acurácia dos testes. Rosário et al (31) 
compararam os testes de ELISA com antígenos brutos de L. amazonensis e L. 
chagasi/infantum e antígenos recombinantes rK39 e rK26. Seus resultados em soro 
foram de: sensibilidade de 100% (95,6 a 100 IC95%) para L. amazonensis, 98% 
(92,7 a 99,7 IC95%) para L. chagasi/infantum, 98,1% (92,7 a 99,7 IC95%) para o 
antígeno rK39, e 99,1% (94,1 a 100 IC95%) para o antígeno rk26. A especificidade 
foi 100% (83,4 a 100 IC95%) para L. amazonensis, 100% (83,4 a 99,7 IC95%%) 
para L. chagasi/infantum, 100% (83.4 a 100 IC95%) para o antígeno rK39 e 96% 
(77,7 a 99,8%) para o antígeno rk26. O número de amostras testadas foi de 131 
(106 positivas e 25 negativas). Lira & Cavalcanti (32) trabalharam com o teste de 
ELISA com antígeno L. major-like (Bio-Manguinhos®) utilizado na rotina do 
programa brasileiro em uma amostra de 41 animais (25 positivos e 16 negativos) e 
obtiveram resultados de 72% (50,4-87,1) de sensibilidade e 87,5% (60,4-97,8%) de 
especificidade (40). Além da imprecisão das estimativas neste estudo, os autores 
utilizaram como controles negativos animais de áreas indenes e isso pode ter 
influenciado favoravelmente os resultados da especificidade. Pinheiro et al. (32) 
compararam os testes de ELISA utilizando o antígeno recombinante cisteina 
proteinase (rLdccys1) e os antígenos com lisados de amastigotas e de 
promastigotas de L. chagasi, os resultados obtidos para a sensibilidade foram de 
98% (rLdccys1), 89% (amastigotas) e 86% (promastigotas) e de 96%, 69% e 68% 
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para a especificidade, respectivamente.  Da mesma forma que Oliveira et al. (30) os 
pesquisadores utilizaram para calcular a sensibilidade somente em soros de cães 
com diagnóstico parasitológico confirmado (209 animais) e para a especificidade 
somente os soros de 68 animais considerados negativos, incluindo entre eles 46 
soros de cães com outras enfermidades. No entanto, as amostras de cães foram 
amostras de conveniência sujeitas a viés de seleção. 
 
Em relação aos valores preditivos apresentados na Tabela 1, observamos 
que o valor preditivo negativo apresenta-se elevado, (99,28 e 99,09), indicando a 
ótima sensibilidade dos testes. Por outro lado, o valor preditivo positivo com 
antígeno de L. major foi de 29,61% e com antígenos chagasi de 27,85% o que 
representa uma grande preocupação, pois em cenários de prevalência de infecção 
semelhantes à da amostra estudada de 6,9% seriam eliminados pelo menos 3 cães 
com resultado falso positivo por cada cão realmente infectado. Neste sentido, vale 
lembrar que o padrão-ouro utilizado, embora composto, na tentativa de aprimorar a 
capacidade de detecção da infecção, provavelmente continua sendo imperfeito, 
deixando de identificar alguns animais verdadeiramente infectados, o que causa 
impacto sobre o desempenho da especificidade e do VPP.   
Como observamos na Figura 1 o valor preditivo dos testes está 
estreitamente vinculado a prevalência da enfermidade. Como já mencionamos 
anteriormente a prevalência da LV canina é muito variável e as decisões tomadas 
pelos profissionais de saúde devem levar em conta os valores preditivos esperados 
usando os testes sorológico para o controle. Sobre esse respeito testes sensíveis 
são fundamentais para os programas de vigilância e controle da leishmaniose, 
desde que eles possibilitem que o maior número de animais verdadeiramente 
infectados sejam retirados do ambiente. Por outro lado, testes específicos são mais 
importantes para confirmação de casos clínicos suspeitos, sendo mais importantes 
para médicos veterinários dedicados ao cuidado individual (14). Barbosa-De-Deus 
et al. (27) estudaram uma amostra de conveniência importante de cães com LV, e 
com uma prevalência de 9,13% (159/1741) obtiveram bons resultados nos valores 
preditivos (100% no VPN e 66% no VPP), porém, o padrão-ouro empregado foi 
outro teste sorológico (IFI) deve ser levado em consideração para esses resultados, 
incorrendo no viés de seleção anteriormente mencionado.   
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Em nosso estudo os índices de concordância intraclasses indicam que os 
testes possuem uma concordância quase que perfeitas (>0,81) entre laboratórios 
de diferentes níveis de complexidade.  Esse resultado é muito relevante, pois a 
reprodutibilidade adequada é essencial para evitar a eutanásia desnecessária de 
cães e otimizam os custos laboratoriais. Considerando que a acurácia dos testes 
utilizando antígenos de L. infantum ou L. major não apresentam diferenças 
significativas não foram encontradas evidências que sustentem a necessidade de 
mudar a composição antigênica do ensaio imunoenzimático disponível no Brasil 
para o diagnóstico da LV canina. 
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Figura 1. Análise de sensibilidade dos valores preditivos positivo e negativo 
dos testes de ELISA com antígenos de Leishmania major ou Leishmania 
infantum Bio-Manguinhos®  segundo as variações da prevalência de 
leishmaniose visceral canina tendo como referência os valores de 
sensibilidade e especificidade obtidos no laboratório de referência nacional 




Tabela 1 – Resultados da validação da acurácia dos testes de ELISA com antígenos de Leishmania major ou Leishmania 
infantum (Bio-Manguinhos®) em amostras de soros de cães de regiões endêmicas para leishmaniose visceral no Brasil, 







ELISA (Leishmania major) ELISA (Leishmania infantum) 
Sensibilidade % 91,84 89,80 
IC95% (86,42 – 97,26) (83,80 - 95,79) 
Especificidade % 83,75 82,69 
IC95% (81,76 - 85,74) (80,64 - 84,73) 
VPPa % 29,61 27,85 
IC95% (24,47 – 34,74) (22,91 – 32,79) 
VPNb % 99,28 99,09 
IC95% (98,78 - 99,78) (98,53 – 99,65) 
  
a Valor preditivo positivo 
































Área sob a curva 
Testes Área Erro Padrão Significância IC95% 
      Limite inferior Limite superior 
L. infantum 0,898 0,019 0,000 0,861 0,936  






Tabela 2 – Coeficientes de correlação intraclasse médios dos testes de 
ELISA com antígenos de Leishmania major ou Leishmania infantum Bio-
Manguinhos®, entre laboratórios, em amostras de soros de cães de regiões 
endêmicas para leishmaniose visceral no Brasil, 2011. 
 
Laboratórios 
IDOa - L. major IDO - L. infantum 
CCIb CCI 
CCZ-CGc x IAL-SPd  
IC95% 
0,904 0,818 
0,884 - 0,919        0,791 - 0,841 
IAL-SP X FUNED-MGe  
IC95% 
0,948 0,879 
0,942 - 0,953 0,865 - 0,891 
CCZ-CG x FUNED-MG  
IC95% 
0,890 0,875 
0,876 - 0,902 0,834 - 0,903 
 
a IDO – Índice de densidade ótica 
b CCI – Coeficiente de correlação intraclasse 
c CCZ-CG - Centro de Controle de Zoonoses de Campo Grande 
d IAL-SP -  Instituto Adolfo Lutz  
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Leishmaniose visceral é uma enfermidade parasitária grave causada pelo protozoário 
Leishmania infantum (sin. Leishmania chagasi).  No Brasil, a LV é endêmica e apresenta um 
processo de urbanização desde 1980, constituindo um grave problema de saúde pública. Os 
cães domésticos são incriminados como os principais reservatórios da L. infantum. Uma das 
medidas de controle utilizada no Brasil para a interrupção do ciclo de transmissão é a 
eutanásia de cães sororreatores para leishmaniose. Na identificação de cães infectados 
os testes sorológicos são ferramentas de eleição. Como método diagnóstico para LV 
canina o programa brasileiro recomendava a utilização da combinação de duas técnicas 
sorológicas: ensaio imunoenzimático (enzyme-linked immunosorbent assays - ELISA) 
(triagem) e imunofluorescência indireta (IFI)(confirmatório). O objetivo deste trabalho é 
estimar a acurácia dos testes de ELISA e IFI aplicados em combinação sequencial ou de 
forma paralela, analisando os valores preditivos positivos destas abordagens em 
prevalências variáveis de infecção canina. No desempenho individual, observou-se uma boa 
sensibilidade dos testes, 91,8% para ELISA e 90,8% para a IFI. A especificidade do ELISA foi 
de 83,4% e da IFI foi de 53,4%. Utilizados de forma combinada em paralelo o desempenho 
da sensibilidade global subiu para 99,2%, porém a especificidade reduziu para 44,8%. Na 
utilização dos testes em série (ELISA seguido de IFI) observou-se uma diminuição na 
sensibilidade (83,3%) e melhora na especificidade (92,5%).  A combinação destes testes 
diagnósticos, particularmente quando utilizados em série, melhorou a especificidade da 
abordagem diagnóstica, sem perda substancial da sensibilidade. A combinação em série 
destes testes pode satisfazer os anseios, tanto da saúde pública como dos proprietários de 
cães residentes em áreas endêmicas, por uma abordagem diagnóstica mais acurada da 
leishmaniose visceral canina. 
 
Palavras-chave: Validação de testes; Confiabilidade; Leishmaniose visceral; 





A leishmaniose visceral no continente americano é uma enfermidade 
parasitária grave causada pelo protozoário Leishmania infantum (sin. 
Leishmania chagasi) (1-3). A Organização Mundial de Saúde (OMS) inclui as 
leishmanioses entre as principais doenças tropicais negligenciadas, 
definidas como doenças em expansão e para as quais não se dispõe de 
instrumentos de controle adequados (4). A transmissão nas Américas se dá 
principalmente pela picada de fêmeas de flebotomíneos das espécies 
Lutzomyia longipalpis (5-6), Lutzomyia cruzi (7) e Lutzomyia evansi (8;9). 
No Brasil, a LV é endêmica e apresenta um processo de urbanização desde 
1980, constituindo um grave problema de saúde pública, devido a sua ampla 
distribuição no país e dispersão para regiões consideradas indenes (10-12), 
bem como pela gravidade das suas formas de apresentação clínica que 
podem levar o indivíduo à morte na ausência de tratamento adequado e 
oportuno. Há registros de casos humanos em 21 das 27 Unidades 
Federativas, com média anual de 3.156 casos nos últimos dez anos e 
incidência aproximada de 2 casos por 100.000 habitantes (13).  
O estreito relacionamento entre humanos e cães domésticos, o acentuado 
parasitismo cutâneo nos cães, a comprovada capacidade de cães infectados 
de infectar flebotomíneos e a ocorrência da enzootia canina precedendo os 
casos humanos, sugerem que o cão doméstico seja o principal reservatório 
da L. Infantum em meio urbano (14). Estudos reforçam esta conclusão, ao 
apontarem associação consistente entre a prevalência de seropositividade 
canina e o risco de desenvolvimento da doença humana (15). Nesse sentido 
a OMS recomenda que antes de iniciar as atividades de controle deve-se 
prestar especial atenção ao estudo de distribuição e frequência da 
enfermidade nos cães, através inquéritos sorológicos (16). 
O Programa de Vigilância e Controle da LV no Brasil tem como principal objetivo a 
redução do número de casos e de óbitos humanos por meio do diagnóstico e do 
tratamento oportuno dos casos humanos e do controle vetorial e do reservatório 
urbano. No Brasil uma das medidas de controle voltada para o reservatório urbano 
é a eutanásia de cães soropositivos para leishmaniose tendo como objetivo a 
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redução da transmissão para os humanos. A Organização Mundial de Saúde 
considera a triagem sorológica e a eutanásia dos cães soropositivos como uma 
medida para o controle da LV, porém, aponta falhas na efetividade dessa ação, 
como o período prolongado entre o diagnóstico e a eutanásia, a cobertura parcial 
das populações caninas nos inquéritos, a imediata reposição dos animais 
eutanasiados por cães mais jovens e susceptíveis à infecção e problemas com a 
acurácia dos testes empregados para o diagnóstico sorológico (16). A eutanásia de 
cães infectados tem sido motivo de ampla polêmica (16), no entanto, há consenso 
quanto à necessidade de aprimorar os testes sorológicos para conseguir estimar de 
forma mais acurada a magnitude da infecção na população canina e a sua evolução 
ao longo do tempo, principalmente quando essa população é alvo de intervenções 
para o controle da transmissão (18). 
Como método diagnóstico para LV canina o programa brasileiro recomendou até 
2012 a utilização da combinação de duas técnicas sorológicas: ensaio 
imunoenzimático (enzyme-linked immunosorbent assays - ELISA) como método de 
triagem e imunofluorescência indireta (IFI), como exame confirmatório da infecção. 
Ambos os testes utilizam antígenos brutos purificados de L. major produzidos pelo 
laboratório Bio-Manguinhos da Fundação Oswaldo Cruz/RJ (19). No entanto, a 
estratégia do uso combinado de testes para o diagnóstico da LV canina nunca foi 
submetida a um estudo de validação abrangente, utilizando uma amostra grande de 
cães oriundos de áreas endêmicas. 
O objetivo deste trabalho é estimar a acurácia dos testes de ELISA e IFI 
aplicados em combinação sequencial ou de forma paralela e avaliar os 
valores preditivos positivos destas abordgens em situações de prevalências 
variáveis de infecção canina observadas no cenário brasileiro. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS  
Para este estudo foi utilizado um painel de soros coletado de 1.600 cães, 
entre os anos de 2008 e 2010, em um estudo multicêntrico realizado em 
quatro cidades endêmicas com prevalência prévia estimada de ~10% para 
leishmaniose visceral canina (LVC), como relatado anteriormente (19). Os 
animais foram selecionados sem avaliação clínica ou diagnóstico laboratorial 
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prévio. A inclusão dos cães foi por meio de amostragem sistemática das 
casas por rua trabalhada em cada um dos bairros selecionados. A partir da 
primeira casa os domicílios foram selecionadas alternadamente até 
completar a amostra de 400 cães em cada uma das quatro cidades. De 
todos os animais selecionados foram coletadas amostras de soro, pele 
íntegra e de lesão, quando presente.  
Nas amostras cutâneas foi realizada pesquisa parasitológica pelas técnicas 
de visualização direta de parasitos em cortes histopatológicos corados com 
hematoxilina-eosina, para teste imunohistoquímico e para o isolamento do 
parasito em meio de cultura no Laboratório de Vigilância em Leishmaniose 
do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas da Fundação Oswaldo Cruz 
(IPEC/FIOCRUZ-RJ). As técnicas citadas constituíram o padrão de 
referência, sendo considerado um caso positivo para a infecção por L. 
infantum o animal que apresentasse positividade em pelo menos um dos 
testes descritos acima.  
Os testes sorológicos foram realizados no Laboratório de Referência 
Nacional para Leishmaniose Visceral da Fundação Ezequiel Dias (FUNED), 
Belo Horizonte – Minas Gerais, nos meses de março e abril de 2010 de 
maneira mascarada, os avaliadores desconheciam o resultado dos exames 
que constituíram o padrão de referência.   
Os protocolos para a realização das técnicas de ELISA e IFI seguiram as 
recomendações do fabricante dos conjuntos diagnósticos (BIO-
MANGUINHOS®, Rio de Janeiro, Brasil). A leitura foi realizada com os 
equipamentos de uso rotineiro dos laboratórios participantes: 
espectrofotômetro para microplacas, equipado com filtro de 450nm para 
leitura e sem a utilização de filtro de referência (620-630nm) para os testes 
de ELISA e de microscópio de imunofluorescência para a IFI. O cut-off 
utilizado para o teste de ELISA foi de duas vezes a média da densidade 
ótica dos controles negativos presentes na placa, conforme recomendação 
do fabricante. Amostras que apresentaram densidade ótica com valores 
entre o valor obtido do cut-off e um valor correspondente 1,2 vezes o valor 
do cut-off foram consideradas indeterminadas e retestadas. Aquelas que 
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mantiveram o status “indeterminado” foram incluídas entre os soros 
negativos, já que para animais nessa condição não se recomenda a 
eutanásia e uma nova amostra de soro deve ser coletada 30 dias após o 
primeiro resultado. O ponto de corte da IFI utilizado foi de >1:40, 
recomendado pelo fabricante e a leitura foi realizada por dois avaliadores de 
forma independente.  
Os resultados obtidos nos exames laboratoriais foram organizados em 
planilhas Excel e analisados no programa SPSS 16 para Windows. Foram 
estimadas as medidas de sensibilidade, especificidade, valores preditivos 
positivo e negativo dos testes individualmente e combinados com os 
respectivos intervalos de confiança de 95%.  
 
RESULTADOS 
Das 1.600 amostras de soro enviadas aos laboratórios participantes, 150 
foram excluídas das análises pois apresentavam resultados parasitológicos 
inconclusivos pelas técnicas utilizadas como padrão de referência e 25 
amostras foram excluídas pela insuficiência de material para a realização de 
todos os testes. Assim, foram incluídas no estudo as amostras de soro de 
1.425 cães, dos quais, 98 (6,9%) foram classificados como positivos e 1.327 
(93,1%) como negativos, pelo padrão de referência. No desempenho 
individual, o estudo demonstrou sensibilidade de 91,8% para o ELISA e 
90,8% para a IFI. A especificidade do ELISA foi de 83,9% e da IFI foi de 
53,4%. Quando utilizados de forma combinada de forma paralela a 
sensibilidade aumentou para 99,2%, porém, a especificidade diminuiu para 
44,8%. Na utilização dos testes em série (ELISA seguido de IFI) observou-se 
uma diminuição da sensibilidade para 83,3% e aumento na especificidade 
para 92,5% (Tabela 1). 
A análise para os cenários com prevalências menores de 10% revelou que o VPP 
torna-se crítico nestas situações, podendo-se prever a classificação de um ou mais 
cães não infectados como sendo soropositivo para cada cão infectado classificado 





A prevalência de cães infectados vivendo em áreas endêmicas no Brasil apresenta 
ampla variação de 1% a 67% (21-25). O controle do reservatório canino por meio 
de inquéritos sorológicos para a identificação de cães infectados e a sua posterior 
eutanásia tem sido desenvolvido dentro de um cenário considerado inadequado, 
dentre outros aspectos, pelas limitações dos métodos de diagnóstico (26).  A 
avaliação da soroprevalência canina em áreas endêmicas pode gerar muitas 
dúvidas dependendo da sensibilidade e a especificidade dos testes utilizados, que 
tem demonstrado acurácia variável entre diversos estudos de validação (27). Estas 
variações poderiam estar relacionadas principalmente com as características 
específicas da população de cães alvo da avaliação e as estratégias de 
amostragem que têm sido utilizadas para o processo de validação. Outras fontes de 
variação tem origem nas características técnicas do teste, na proficiência do 
laboratório, no padrão de referência escolhido para a comparação e no ponto de 
corte utilizado para a interpretação dos resultados. Fatores biológicos também 
podem afetar a acurácia dos testes sorológicos, sendo que a sensibilidade pode 
variar de acordo com o estádio da infecção ou o estado imunológico do hospedeiro, 
assim como a redução da especificidade pode ser explicada por reações cruzadas 
com outros agentes infecciosos ou quando esta propriedade é estimada em cães 
que realmente estão infectados, porém, não são adequadamente detectados pelo 
padrão de referência (28).  
A utilização de testes muito sensíveis, que detectem o maior número 
possível de animais infectados e evitem a manutenção desses no ambiente 
seria o mais recomendável para as ações de saúde pública que pretendem 
reduzir a intensidade de transmissão da infecção. Por outro lado, as 
associações de defesa dos animais, clínicos veterinários e proprietários 
buscam a segurança de que somente aqueles animais verdadeiramente 
positivos sejam encaminhados para eutanásia e para isso, testes mais 
específicos são desejáveis. O grande desafio é satisfazer essa crescente 
necessidade de testes altamente sensíveis e específicos. Testes 
diagnósticos utilizados de forma combinada podem melhorar a acurácia do 
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diagnóstico e poderiam satisfazer as necessidades relativas às intervenções 
em saúde pública como dos proprietários de cães residentes em áreas 
endêmicas.  
O presente estudo avaliou a acurácia individual e combinada dos testes 
ELISA e IFI (BIO-MANGUINHOS®, Rio de Janeiro, Brasil) utilizados na rotina 
laboratorial das ações de vigilância e controle da LV no Brasil. Os resultados 
aqui apresentados são consistentes com os resultados obtidos por Lira e 
colaboradores (2006) que apontam uma melhora significativa na 
sensibilidade dos testes de 72,0% (ELISA) e 68,0% (IFI) para 92,0% com 
queda do desempenho da especificidade de 87,5% em ambos os testes para 
75%, quando utilizados de forma paralela. Ainda no estudo de Lira e 
colaboradores (2006), na combinação sequencial houve ganho na 
especificidade (100%) e redução da sensibilidade para 48%. Esses autores 
recomendam o uso dos testes em paralelo, para áreas de alta prevalência, 
reduzindo o número de animais infectados que poderiam permanecer no 
ambiente, por outro lado, para áreas de baixa prevalência a utilização dos 
testes em série se mostraria mais adequado (29). Nossos resultados, 
simulados para diversas prevalências reforçam o sentido das 
recomendações desses autores. 
Levando em conta a prevalência real da infecção no painel de amostras 
utilizadas no presente trabalho, a estratégia de aplicação dos testes em série 
utilizado no Brasil seria o mais adequado à realidade. O uso combinado, 
apesar da perda de sensibilidade, permite um aprimoramento do valor 
preditivo positivo, diminuindo as consequências indesejáveis da eutanásia 
de cães que realmente não estão infectados.  
A recente modelagem matemática desenvolvida por Costa e colaboradores 
(2013) revela que a sensibilidade e a especificidade dos testes diagnósticos 
aplicados para o controle da LV canina seriam determinantes do sucesso ou 
insucesso da estratégia de eliminação de cães soropositivos. Nesse modelo, 
em cenários com força de transmissão baixa e moderada, a eliminação de 
cães baseada no resultado de um teste com sensibilidade de 90% e 
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especificidade de 80% aplicado na população canina sintomática e 
assintomática teria impacto significativo na transmissão no longo prazo. O 
estudo também sugere que para se manter uma estratégia de triagem e 
eliminação de unicamente cães sintomáticos com o mesmo impacto no 
longo prazo, seria necessário que a sensibilidade do teste fosse no mínimo 
de 90% e que a estratégia isolada de eliminação canina não seria suficiente 
para ter impacto em cenários com elevada força de transmissão (26). O 
presente estudo demonstrou que é possível o aprimoramento da acurácia 
diagnóstica por meio do uso combinado dos testes de forma sequencial, 
atingindo sensibilidade e especificidade que de acordo com a modelagem 
matemática descrita acima seriam adequadas para a intervenção de 
eliminação canina em cenários com força de transmissão baixa e moderada.  
No entanto, quando é levado em consideração o valor preditivo positivo da 
combinação de testes no cenário da prevalência real encontrada no estudo, 
seria diagnosticado e eliminado um cão sem a infecção por cada cão 
infectado corretamente diagnosticado e eliminado. Sendo assim, os dados 
aqui apresentados são de extrema relevância para dar suporte as previsões 
obtidas por meio dos estudos de modelagem matemática com parâmetros 
válidos de sensibilidade e especificidade dos testes diagnósticos utilizados. 
Uma limitação da abordagem baseada nos dois testes estudados é o 
problema operacional relativo à demora para a retirada dos cães infectados 
que só os testes rápidos aplicados diretamente no campo seriam capazes de 
resolver, no entanto, a acurácia demonstrada pelos testes rápidos ainda está 
aquém do necessário para poder aplicá-los de maneira isolada para o 
diagnóstico da LV canina (30).  Em conclusão, os resultados demonstram 
que é possível o aprimoramento da acurácia diagnóstica por meio do uso da 
estratégia de combinação de testes e que no presente cenário de controle 
da LV canina no Brasil, a acurácia dos dois testes utilizados 
sequencialmente alcançou sensibilidade e especificidade suficientes para o 
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Tabela 1 – Acurácia dos testes de ELISA e IFI de forma individual e combinada 
seqüencialmente ou em paralelo, em amostras de soros de cães de regiões 
endêmicas para leishmaniose visceral no Brasil, 2011. 









Sensibilidade - % 91,8 90,8 83,3 99,2 
IC95% (86,3 a 97,3) (84,2 a 97,5) (75,6 a 91,0) (88,8 a 109,6) 
Especificidade - % 83,9 53,4 92,5 44,8 
IC95% (81,9 a 85,8) (51,6 a 55,1) (87,1 a 97,9) (43,0 a 46,5) 
VPP -  % 29,5 12,6 44,9 11,7 
IC95% (24,3 a 34,5) (7,1 a 18,1) (34,4 a 55,1) (5,0 a 18,1) 
VPN - % 91,1 98,7 98,7 99,8 







Figura 1. Valores preditivos positivo e negativo dos testes de ELISA e IFI (Bio-
Manguinhos®) combinados sequencialmente ou em paralelo segundo níveis de 




6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
A importância do reservatório canino no ciclo de transmissão da LV é consenso 
entre os estudiosos do tema. A ocorrência da infecção nos cães usualmente precede ao 
aparecimento na população humana, sendo esses animais excelentes sentinelas para a 
detecção precoce da presença do agente etiológico no meio, possibilitado que ações de 
vigilância, monitoramento e controle sejam implementadas (Belo et al 2013; Belo et al 
2013a).  
Para o controle da enfermidade humana tradicionalmente tem sido aplicadas 
medidas voltadas para o reservatório canino, notavelmente, a eliminação de cães 
sororreagentes, embora seja reconhecido o fato de que para se ter impacto na transmissão 
seria necessária a eliminação de uma parcela significativa dos cães infectados de forma 
sustentada (Dye 1996; Costa et al 2013). Uma das medidas preconizadas pelo programa 
brasileiro de controle é a eutanásia de cães soropositivos identificados em inquéritos 
censitários ou amostrais. Essa medida, em especial, gera muitos conflitos entre os 
proprietários de cães, os clínicos veterinários e as autoridades sanitárias responsáveis pelo 
trabalho de prevenção e controle da LV. O desenvolvimento de testes de diagnóstico que 
propiciem a segurança de encaminhar para a eutanásia apenas os animais realmente 
infectados certamente minimizaria esses conflitos. Assim, estudos que possam contribuir 
para o melhoramento da acurácia, reprodutibilidade dos métodos de uso dos testes de 
diagnóstico tornam-se relevantes para toda a sociedade. Por outro lado, intervenções 
menos radicais como o uso de coleiras impregnadas com inseticidas também exigem um 
diagnóstico acurado da infecção canina, principalmente para poder avaliar adequadamente 
o impacto da intervenção (Ferroglio et al 2008). 
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O estabelecimento de um padrão-ouro de referência para o diagnóstico da LV não é 
uma tarefa simples. A detecção do parasito em amostras teciduais nos exames 
parasitológicos apresenta especificidade de quase 100%, porém a sensibilidade é afetada 
pelo grau de parasitismo. Os testes moleculares podem se tornar uma ferramenta 
importante no estabelecimento de um padrão-ouro de referência, porem carecem de 
padronização das técnicas, dos alvos de amplificação e dos iniciadores da reação, assim 
como da melhor definição das amostras de fácil obtenção e manuseio para tornar viável a 
sua implantação em um programa de controle da abrangência do programa brasileiro. Da 
mesma forma os métodos imunohistoquímicos carecem de padronizações para serem 
utilizados em larga escala. A dificuldade no estabelecimento de um padrão-ouro no 
diagnóstico da LV é sem dúvida o grande desafio das pesquisas de validação de testes de 
diagnóstico. 
Algumas estratégias tem sido desenvolvidas para superar a imperfeição do padrão 
de referência para a validação de testes diagnósticos. Mais recentemente, a análise de 
classes latentes tem sido aplicada ao cenário de diagnóstico da leishmaniose visceral 
humana com resultados que demonstram a utilidade da sua aplicação (Machado de Assis et 
al 2012) e uma abordagem semelhante poderia ser aplicada no cenário da leishmaniose 
visceral canina. 
Outro ponto a ser destacado é o custo financeiro para a aquisição de 
equipamentos, insumos e mão de obra especializada que tornam as técnicas 
parasitológicas, moleculares e imunohistoquímicas inviáveis para uso em larga escala. 
Assim, os métodos sorológicos baseados na detecção de anticorpos, pela facilidade na 
obtenção de amostras e na execução das técnicas, tornaram-se os mais utilizados no país, 
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porém esses testes devem ser interpretados com cautela, uma vez que não apresentam 
acurácia muito elevada. 
 
Além das dificuldades com os exames de certeza, a validação de testes sorológicos 
para o diagnóstico da LVC enfrenta os desafios inerentes à implementação dos estudos de 
validação em condições metodológicas adequadas. Isto exige a testagem consecutiva de 
um grande número de cães para acumular suficiente número de amostras de indivíduos 
realmente infectados, principalmente nos cenários onde existe uma baixa prevalência da 
infecção.  
A combinação de testes melhora o desempenho individual destes, porém a escolha 
do uso em série ou em paralelo deve levar em conta a prevalência da enfermidade na área 
em estudo e os desafios operacionais para a implantação da estratégia diagnóstica 
escolhida. O programa brasileiro de controle da LV recomendava a utilização dos testes 
diagnóstico canino combinados em série, iniciando com o teste de Elisa seguido pelo teste 
de IFI, até 2013. Nesse ano, a recomendação foi alterada para o uso em série  de um teste 
rápido imunocromatográfico como teste de triagem ao nível de campo e o teste 
imunoenzimático no laboratório como teste confirmatório. Estudo recente de Coura-Vital e 
colaboradores (2014) chama a atenção para o uso sequencial do teste imunoenzimático e 
do teste imunocromatográfico rápido e demonstra que a inversão da sequência atualmente 
recomendada traria vantagens na acurácia do uso combinado. Certamente, as 
considerações a respeito da viabilidade operacional das duas estratégias discutidas acima 
determinarão finalmente o seu uso na prática.  A decisão do uso combinado em série 
poderia funcionar melhor para as situações de baixa prevalência da infecção, caso da 
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maioria dos municípios brasileiros, porém em áreas de alta prevalência, onde seria preciso 
intervir mais intensamente para a retirada do maior número de cães infectados possível, a 
melhor decisão poderia ser o uso paralelo dos testes, que aumentaria a sensibilidade da 
estratégia. Portanto, dependendo do objetivo específico da intervenção de retirar cães 
infectados poderia haver estratégias diferenciadas para áreas estratificadas pela 
prevalência da infecção. A LVC apresenta-se com grandes variações na prevalência de um 
local para outro, assim, a análise dos valores preditivos de testes diagnósticos deve ser 
tomada com cautela, pois esses valores estão diretamente relacionados à prevalência da 
enfermidade, quanto menor a prevalência menor é o VPP e maior é o VPN, em alta 
prevalência a situação é inversa. 
A indicação de mudanças do antígeno atualmente em uso no teste 
imunoenzimático utilizado nos laboratórios públicos brasileiros baseava-se na assertiva de 
que antígenos homólogos deveriam apresentar melhor desempenho do que antígenos 
heterólogos. Nesse sentido, o presente trabalho demonstrou  que nem sempre um 
antígeno homólogo apresenta vantagens frente a um antígeno heterólogo, principalmente 
quando se trata de antígenos brutos preparados com espécies do parasito relativamente 
próximas. O resultado é altamente relevante, considerando que, caso o antígeno homólogo 
constituído por L. infantum tivesse apresentado melhor desempenho, haveria necessidade 
de implementar a mudança no teste fornecido atualmente à rede de diagnóstico, podendo 
acarretar descontinuidade no fornecimento de insumos, até a estabilização do novo 
processo de produção com o antígeno de L. infantum para suprir a enorme demanda 
brasileira. A síntese dos resultados aqui publicada em formato de artigos foi elaborada 
seguindo as recomendações do STARD cujos critérios aparecem descritos no (ANEXO 9.4) 
(Bossuyt et. al. 2003). 
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Finalmente, os resultados apresentados preenchem uma lacuna no conhecimento 
sobre a validade e a reprodutibilidade de um teste imunoenzimático largamente utilizado 
no Brasil para o diagnóstico da LVC e oferece informação relevante para os tomadores de 
decisão em relação a sua aplicação dentro do programa de controle. Espera-se que a 
qualidade do delineamento metodológico e da análise aplicada aos resultados sirva de 
modelo para futuras pesquisas, principalmente nos aspectos relativos à estratégia de 
amostragem e inclusão no estudo que efetivamente evitou a seleção prévia dos cães 
infectados e não infectados baseada em resultados de outros testes sorológicos. Este 
aspecto será crucial para garantir o desenvolvimento dos novos testes que superem a 









● O ensaio imunoenzimático e o teste de imunofluorescência indireta avaliados apresentam 
acurácia moderada, que demonstra a necessidade de maior aprimoramento; 
 
● A acurácia dos testes imunoenzimáticos com antígenos de L. infantum e L. major não 
apresenta diferenças significativas, portanto, não se recomenda a mudança do antígeno 
atualmente utilizado de L. major por um antígeno homólogo de L. infantum nos testes 
produzidos por Biomanguinhos para o Programa de Controle da Leishmaniose visceral 
canina no Brasil.  
 
● A reprodutibilidade dos ensaios imunoenzimáticos entre unidades de diferentes níveis de 
complexidade dentro da rede de laboratórios que realizam o diagnóstico sorológico da 
leishmaniose visceral canina no Brasil é elevada. 
 
● A acurácia dos testes utilizados para o diagnóstico da LVC no Brasil pode ser aprimorada 
pelo uso sequencial do teste de ELISA-L. major seguido da Imunofluorescência direta. 
Porém, a melhoria observada na acurácia ainda está aquém do ideal para o diagnóstico da 
infecção nos cães, tanto para o manejo individual quanto para a implementação de 
medidas de eliminação com o objetivo de reduzir a transmissão.  
 
● Na utilização dos testes diagnósticos validados no presente estudo, nas condições reais do 
programa de controle da leishmaniose visceral, é importante levar em consideração o 
desempenho observado nos valores preditivos em cenários com prevalências variáveis; o 




8. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 
Adela, SC, Speybroeck N, Praet N, Victor B, De Deken R, Soukehal A, Berkvens D. (2010). 
Canine leishmaniasis in Algeria: true prevalence and diagnostic test characteristics 
in groups of dogs of different functional type. Veterinary Parasitology. 172(3-4): 
204-213. 
Ait-Oudhia, K, Lami, P, Lesceu, S, Harrat, Z, Hamrioui, B, Dedet, JP, Pratlong, F. . (2009). 
Increase in the prevalence of canine leishmaniasis in urban Algiers (Algeria) 
following the 2003 earthquake. Annals of Tropical Medicine and  Parasitology 
103(8): 679-692. 
Alvar, J, Vélez, ID, et al. (2012). Leishmaniasis Worldwide and Global Estimates of Its 
Incidence. . PLoS ONE 7(5): e35671. 
Alvarenga, JSC. (2007). Estudo da variabilidade genética inter e intra-específica de 
Leishmania (Leishmania) chagasi (Cunha & Chagas, 1937) e Leishmania 
(Leishmania) infantum (Nicolle, 1908). Departamento de Parasitologia do Instituto 
de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Belo Horizonte-
MG, Universidade Federal de Minas Gerais. Disponível em: 
http://www.educadores.diaadia.pr.gov.br/arquivos/File/novembro2011/biologia_a
rtigos/9variabilidade_genetica.pdf. Acessado em 19/06/2012. Doutorado. 
Alves, WA. e Bevilacqua PD. (2004). Quality of diagnosis of canine visceral leishmaniasis in 
epidemiological surveys: an epidemic in Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil, 1993-
1997. Cadernos de Saúde Pública 20(1): 259-265. 
Andrade, AM, Queiroz, LH, Nunes, GR, Perri, SH, Nunes, CM, (2007). Dog replacement in an 
area endemic for visceral leishmaniasis. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina 
Tropical 40(5): 594-595. 
Ashford, DA., David, JR., Freire, M, David, R, Sherlock, I, Eulalio, MC, Sampaio, DP, Badaro, 
R. (1998). Studies on control of visceral leishmaniasis: impact of dog control on 
canine and human visceral leishmaniasis in Jacobina, Bahia, Brazil. American Journal 
of Tropical Medicine and Hygiene 59(1): 53-57. 
Ashford, RW. (1996). Leishmaniasis reservoirs and their significance in control. Clinical 
Dermatology 14(5): 523-532. 
Badaró, R. (1987). Current situation in regard to leishmaniasis in Brazil. Research on Control 
Strategies for the Leishmaniases, Ottawa, Canada,  
Baneth, G. e Aroch I. (2008). Canine leishmaniasis: a diagnostic and clinical challenge. 
Veteterinary Journal 175(1): 14-15. 
 86 
 
Baneth, G, Dank, G, et al. (1998). Emergence of visceral leishmaniasis in central Israel. 
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 59(5): 722-725. 
Barbosa-De-Deus, R, Dos Mares-Guia, ML, Nunes, AZ, Costa, KM, Junqueira, RG, Mayrink, 
W,Genaro, O,Tavares, CA. (2002). Leishmania major-like antigen for specific and 
sensitive serodiagnosis of human and canine visceral leishmaniasis. Clinical 
Diagnostic and Laboratory Immunology 9(6): 1361-1366. 
Bari, A. U. ( 2006). Chronology of cutaneous leishmaniasis: An overview of the history of the 
disease. Journal of Pakistan Association of Dermatologists 16: 24-27. 
Basano, S. A. e L. M. A. Camargo (2004). Leishmaniose tegumentar americana: histórico, 
epidemiologia e perspectivas de controle. Revista Brasileira de Epidemiologia 7(3). 
Belo VS, Werneck GL, Barbosa DS, Simões TC, Nascimento BW, da Silva ES, Struchiner CJ. 
(2013), Factors associated with visceral leishmaniasis in the americas: a systematic 
review and meta-analysis. PLoS Neglected Tropical Diseases. 7(4):e2182.  
Belo VS, Struchiner CJ, Werneck GL, Barbosa DS, de Oliveira RB, Neto RG, da Silva ES 
(2013a). A systematic review and meta-analysis of the factors associated with 
Leishmania infantum infection in dogs in Brazil. Veterinary Parasitology.195(1-2):1-
13.  
Bernadina, WE, De Luna, R, Oliva, G, Ciaramella, P, (1997). An immunodiffusion assay for 
the detection of canine leishmaniasis due to infection with Leishmania infantum. 
Veterinary Parasitology 73(3-4): 207-213. 
Berrahal,F, Mary, C, Roze, M, Berenger, A, Escoffier, K, Lamouroux, D, Dunan, S. (1996). 
Canine leishmaniasis: identification of asymptomatic carriers by polymerase chain 
reaction and immunoblotting. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 
55(3): 273-277. 
Boarino, A, Bollo, E.Prunotto, L, Canale, L, Uslenghi, F, Poletti, P, (2008). Application of a 
recombinant protein for the serological diagnosis of canine leishmaniasis. 
Comparative, Immunology, Microbiology, Infectious Diseases 31(6): 527-536. 
Bossuyt, PM,. Reitsma, JB, et al. (2003). Towards Complete and Accurate Reporting of 
Studies of Diagnostic Accuracy: The STARD Initiative. Clinical Chemistry 49(1): 1-6. 
Braga, MD, Coelho, I. C, Pompeu, MM, Evans, TG, MacAullife, IT,Teixeira, MJ, Lima, JW, 
(1998). Control of canine visceral leishmaniasis: comparison of results from a rapid 
elimination program of serum-reactive dogs using an immunoenzyme assay and 
slower elimination of serum-reactive dogs using filter paper elution indirect 




BRASIL (2006). Manual de Vigilância e Controle da Leishmaniose Visceral. Brasília-DF, 
Ministério da Saúde. 
BRASIL (2007). INSTRUÇÃO NORMATIVA INTERMINISTERIAL No- 31 DE 9 DE JULHO DE 2007. 
Diário Oficial da União. M. d. A. P. e. Abastecimento and M. d. Saúde. Brasília - DF, 
Imprensa Nacional. 131: 1. 
BRASIL (2008). PORTARIA INTERMINISTERIAL No- 1.426, DE 11 DE JULHO DE 2008 - Proíbe o 
tratamento de leishmaniose visceral canina com produtos de uso humano ou não 
registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. Diário Oficial 
da União. M. d. Saúde. Brasília - DF, Imprensa Nacional. Nº 133, : 37. 
BRASIL (2009). II FORUM DE DISCUSSÃO SOBRE O TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE 
VISCERAL CANINA (LVC) - RELATÓRIO FINAL. SVS. Brasília-DF, Secretaria de 
Vigilância Epidemiológica,  disponivel em:    
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/ii_forum_tratamento_relatorio_fin
al30_7_10.pdf. Acessado em 24/05/2011. 
BRASIL (2012). LEISHMANIOSE VISCERAL - SITUAÇÃO EPIDEMIOLÓGICA. SVS, Secretaria de 
Vigilância Epidemiológica. Disponível em: 
http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/area.cfm?id_area=1561 
Acessado em 23/05/2012. 
BRASILa (2009). Nota de Esclarecimento sobre as Vacinas Antileishmaniose Visceral Canina 
Registradas no MAPA. SVS. Brasília-DF, Secretaria de Vigilância Epidemiológica, 
disponível em: 
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/leismaniosevisceral_nota_esclareci
mento27052009.pdf. Acessado em 26/04/2011. 
Caballero, NNG, (2008). Caracterização biológica, bioquímica e molecular de isolados de 
Leishmania spp de diferentes áreas endemicas do Paraguai. IOC. Rio de Janeiro-RJ, 
Instituto Osvaldo Cruz, Disponível em: 
http://bdtd.cict.fiocruz.br/tedesimplificado/tde_arquivos/1/TDE-2009-01-
21T100743Z-121/Retido/NORATH%20N%20G%20CABALLERO%20BCM% 
202008%20IOC%20093.pdf . Acessado em: 18/06/2012.  . Mestrado: 92-122. 
Candido, TC, Perri, SH, Gerzoschkwitz Tde O, Luvizotto, MC, de Lima, VM, (2008). 
Comparative evaluation of enzyme-linked immunosorbent assay based on crude 
and purified antigen in the diagnosis of canine visceral leishmaniasis in 
symptomatic and oligosymptomatic dogs. Veterinary Parasitology 157(3-4): 175-
181. 
Carvalho, D, Oliveira, TMS, Baldani, CD, Machado, RZ, (2009). An enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) for the detection of IgM antibodies against 
Leishmania chagasi in dogs. Pesquisa. Veterinária Brasileira. 29 (2): 120-124. 
 88 
 
Cavaliero, T, Arnold, P, Mathis, A, Glaus, T, Hofmann-Lehmann, R, Deplazes, P.  (1999). 
Clinical, serologic, and parasitologic follow-up after long-term allopurinol therapy of 
dogs naturally infected with Leishmania infantum. Journal of Veterinary Internal 
Medicine 13(4): 330-334.  
Cerbino NJ, Werneck GL, Costa CH. (2009). Factors associated with the incidence of urban 
visceral leishmaniasis: na ecological study in Tresina, Piaui state, Brasil. Cadernos de 
Saúde Pública. 25:1543-1551. 
Cerino, DA, Teodoro, U, Silveira, TG. (2009). Sand flies (Diptera: Psychodidae) in the urban 
area of the municipality of Cianorte, Parana State, Brazil. Neotropical Entomology 
38(6): 853-858. 
Costa, CH, Gomes, RB, et al. (2000). Competence of the human host as a reservoir for 
Leishmania chagasi. Journal of Infectious Diseases 182(3): 997-1000. 
Costa, CH, Stewart, JM, et al. (2002). Asymptomatic human carriers of Leishmania chagasi. 
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 66(4): 334-337. 
Costa, CH, Tapety, CM, Werneck, GL. (2007). Control of visceral leishmaniasis in urban 
areas: randomized factorial intervention trial. Revista da Sociedade Brasileira de 
Medicina Tropical 40(4): 415-419. 
Costa, JM, Viana, GM, Saldanha, AC, Nascimento, MD, Alvim, AC, Burattini, MN, Silva, AR. 
(1995). Visceral leishmaniasis in the State of Maranhao, Brazil: evolution of an 
epidemic. Cadernos de Saúde Pública 11(2): 321-324. 
Coura-Vital W, Ker HG, Roatt BM, Aguiar-Soares RD, Leal GG, Moreira Nd, Oliveira LA, de 
Menezes Machado EM, Morais MH, Corrêa-Oliveira R, Carneiro M, Reis AB. (2014) 
Evaluation of change in canine diagnosis protocol adopted by the visceral 
leishmaniasis control program in Brazil and a new proposal for diagnosis. PLoS One. 
9(3):e91009.  
Coutinho, SG, Nunes, MP, Marzochi, MC, Tramontano, N. (1985). A survey for American 
cutaneous and visceral leishmaniasis among 1,342 dogs from areas in Rio de Janeiro 
(Brazil) where the human diseases occur. Memórias do Instituto Oswaldo Cruz 
80(1): 17-22. 
Croft, SL, Yardley, V,Kendrick, H. (2006). Drug resistance in leishmaniasis. Clinical 
Microbiology Reviews 19(1): 111-126. 
Cupolillo, E, Grimaldi, GJr, Momen, H. (1995). Discrimination of Leishmania isolates using a 
limited set of enzymatic loci. Annals of Tropical Medicine and  Parasitology 89(1): 
17-23. 
Cupolillo, E, Grimaldi, GJr, Momen, H. (1994). A general classification of new world 
 89 
 
Leishmania using numeral zymotaxomomy. American Journal Tropical Medicine 
Hygiene 50: 296-311. 
Costa-Val, AP, Cavalcanti, RR, Gontijo, NF, Michalick MSM, Alexander, B,Williams, P, Melo, 
MN.. (2007). Canine visceral leishmaniasis: relationships between clinical status, 
humoral immune response, haematology and Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis 
infectivity. The Veterinary Journal 174(3): 636-643. 
Costa DN, Codeço CT, Silva MA, Werneck GL. (2013) Culling dogs in scenarios of imperfect 
control: realistic impact on the prevalence of canine visceral leishmaniasis. PLoS 
Neglected Tropical Diseases. 7(8):e2355.Dantas-Torres, F. and S. P. Brandao-Filho 
(2006). Visceral leishmaniasis in Brazil: revisiting paradigms of epidemiology and 
control. Revista do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo 48(3): 151-156. 
Costa CH. (2011). How effective is dog culling in controlling zoonotic visceral leishmaniasis? 
A critical evaluation of the science, politics and ethics behind this public health 
policy. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. 44:232-242. 
de Paula, AA, da Silva, AV, Fernandes, O, Jansen, M. (2003). The use of immunoblot analysis 
in the diagnosis of canine visceral leishmaniasis in an endemic area of Rio de 
Janeiro. Journal of Parasitology 89(4): 832-836. 
Deane, L. M. e M. P. Deane (1962). Visceral Leishmaniasis in Brazil: Geographical 
Distribution and Transmission. Revista do Instituto de Medicina Tropical de São 
Paulo 4: 198-212. 
Desjeux, P. (1996). Leishmaniasis. Public health aspects and control. Clinical Dermatology 
14(5): 417-423. 
Desjeux, P.a (2004). Leishmaniasis. Nature Reviews of Microbiololgy 2(9): 692. 
Desjeux, P.b (2004). Leishmaniasis: current situation and new perspectives. Comparative 
Immunology, Microbiology and Infectious Diseases. 27(5): 305-318. 
 
Dietze, R, Barros, GB, Teixeira, L, Harris, J, Michelson, K, Falqueto, A, Corey, R.. (1997). 
Effect of eliminating seropositive canines on the transmission of visceral 
leishmaniasis in Brazil. Clinical Infectious Diseases 25(5): 1240-1242. 
Diouani, M. F., N. B. A. Bouafif, et al. (2008). Dogs L. infantum infection from an endemic 
region of the north of Tunisia: a prospective study. Archives de l'Institut Pasteur de 
Tunis  85(1-4): 55-61. 
Dipineto, L, Manna, L. Baiano, A, Gala, M, Fioretti, A, Gravino, AE, Menna, LF. (2007). 
Presence of Leishmania infantum in red foxes (Vulpes vulpes) in southern Italy. 
Journal of Wildlife Diseases  43(3): 518-520. 
 90 
 
Dye, C. (1996) The logic of visceral leishmaniasis control. American Journal of Tropical 
Medicne and Hygiene 55(2):125-30. 
Ferroglio E, Poggi M, Trisciuoglio A. (2008) Evaluation of 65% permethrin spot-on and 
deltamethrin-impregnated collars for canine Leishmania infantum infection 
prevention. Zoonoses Public Health. 55(3):145-8.  
Févre, EM,Bronsvoort, BMC, Hamilton KA, Cleaveland S. (2006). Animal movements and the 
spread of infectious diseases. Trends i in Microbiology 14(3): 125-131. 
Figueiredo, F. B., I. D. Gremiao, et al. (2008). First report of natural infection of a bush dog 
(Speothos venaticus) with Leishmania (Leishmania) chagasi in Brazil. Transactions of 
the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene 102(2): 200-201. 
Figueiredo, FB,. Madeira, MF, et al. (2010). Efficacy of an indirect immunofluorescence test 
in the diagnosis of canine leishmaniosis. Veterinary Journal 186(1): 123-124. 
Franca-Silva, JC, Costa, RT, et al. (2003). Epidemiology of canine visceral leishmaniosis in the 
endemic area of Montes Claros Municipality, Minas Gerais State, Brazil. Veterinary 
Parasitology 111(2-3): 161-173. 
Garth, A. (2008). Analysing data using SPSS (A practical guide for those unfortunate enough 
to have to actually do it.), Sheffield Hallam University: 94. 
Gradoni, L, Pozio, E, Bettini, S, Gramiccia, M. (1980). Leishmaniasis in Tuscany (Italy). (III) 
The prevalence of canine leishmaniasis in two foci of Grosseto Province. 
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene 74(3): 421-422. 
Gramiccia, M. and L. Gradoni (2005). The current status of zoonotic leishmaniases and 
approaches to disease control. International Journal of Parasitol 35(11-12): 1169-
1180. 
Greiner, M. and I. A. Gardner (2000). Epidemiologic issues in the validation of veterinary 
diagnostic tests. Preventive Veterinary Medicine 45: 3-22. 
Guarga, JL, Moreno, J, Lucientes, J, Gracia, MJ, Peribanez, MA, Alvar, J, Castillo, JA. (2000). 
Canine leishmaniasis transmission: higher infectivity amongst naturally infected 
dogs to sand flies is associated with lower proportions of T helper cells. Research in 
Veterinary Science. 69(3): 249-253. 
Harhay MO, Olliaro PL, Costa DL, Costa CH. (2011). Urban parasitology: visceral 
leishmaniasis in Brazil. Trends in Parasitology.  27(9): 403-409. 
Ikeda-Garcia, F. A., R. S. Lopes, et al. (2007). Clinical and parasitological evaluation of dogs 
naturally infected by Leishmania (Leishmania) chagasi submitted to treatment with 
meglumine antimoniate. Veterinary Parasitology 143(3-4): 254-259. 
 91 
 
Kar, K. (1995). Serodiagnosis of leishmaniasis. Critical Reviews in Microbiology. 21(2): 123-
152. 
Koutinas, AF, Saridomichelakis, MN, et al. (2001). A randomised, blinded, placebo-
controlled clinical trial with allopurinol in canine leishmaniosis. Veterinary 
Parasitology 98(4): 247-261. 
Kuhls., K, Alam, MZ, et al. (2011). Comparative Microsatellite Typing of New World 
Leishmania infantum Reveals Low Heterogeneity among Populations and Its Recent 
Old World Origin. PLoS Neglected Tropical Diseases 5(6): e1155. 
Lainson, R. and J. J. Shaw (1987). Evolution, classification and geographical distribution. The 
leishmaniases in biology and medicine. W. Peters and R. Killick-Kendrick. London, 
Academic Press. 1-120. 
Lainson, R, Shaw, JJ, Lins, ZC,  (1969). Leishmaniasis in Brazil. IV. The fox, Cerdocyon thous  
as a reservoir of Leishmania donovani in Para state, Brazil. Transactions of the Royal 
Society of Tropical Medicine and Hygiene 63(6): 741-745. 
Lira, R. A., M. P. Cavalcanti, et al. (2006). Canine visceral leishmaniosis: a comparative 
analysis of the EIE-leishmaniose-visceral-canina-Bio-Manguinhos and the IFI-
leishmaniose-visceral-canina-Bio-Manguinhos kits. Veterinary Parasitology 137(1-
2): 11-16. 
Machado de Assis TS, Rabello A, Werneck GL. (2012) Latent class analysis of diagnostic tests 
for visceral leishmaniasis in Brazil. Tropical Medicine and International Health. 
17(10):1202-7. 
Madeira, F, Schubach AO,Schubach, TM, Leal, CA, Marzochi, MC.. (2004). Identification of 
Leishmania (Leishmania) chagasi isolated from healthy skin of symptomatic and 
asymptomatic dogs seropositive for leishmaniasis in the municipality of Rio de 
Janeiro, Brazil. Brazilian Journal of Infectious Diseases 8(6): 440-444. 
Madeira MF, Figueiredo FB, et al. (2009). Parasitological diagnosis of canine visceral 
leishmaniasis: is intact skin a good target? Research in Veterinary Science. 87(2): 
260-262. 
Madeira, M. F., M. A. Sousa, et al. (2009). Trypanosoma caninum n. sp. (Protozoa: 
Kinetoplastida) isolated from intact skin of a domestic dog (Canis familiaris) 
captured in Rio de Janeiro, Brazil. Parasitology 136(4): 411-423. 
Mancianti, F, Gramiccia, M, Gradoni, L, Pieri, S. (1988). Studies on canine leishmaniasis 
control. 1. Evolution of infection of different clinical forms of canine leishmaniasis 
following antimonial treatment. Transactions of the Royal Society of Tropical 
Medicine and Hygiene 82(4): 566-567. 
 92 
 
Mancianti, F, Mignone, W, Galastri, F. (1994). Serologic survey for leishmaniasis in free-
living red foxes (Vulpes vulpes) in Italy. The Journal of Wildlife Diseases 30(3): 454-
456. 
Manna, L., S. Reale, et al. (2006). Leishmania DNA load and cytokine expression levels in 
asymptomatic naturally infected dogs. Veterinary Parasitology 142(3-4): 271-280. 
Manna, L., Reale, S, et al. a (2009). Evidence for a relationship between Leishmania load and 
clinical manifestations. Research in Veterinary Science  87(1): 76-78. 
Manna, L., F. Vitale, et al. (2004). Comparison of different tissue sampling for PCR-based 
diagnosis and follow-up of canine visceral leishmaniosis. Veterinary Parasitology 
125(3-4): 251-262. 
Manna, L, Vitale, F, Reale, S, Picillo, E, Neglia, G, Vescio, F, Gravino, AE.  b (2009). Study of 
efficacy of miltefosine and allopurinol in dogs with leishmaniosis. Veterinary 
Journal. 182(3): 441-445. 
Marcondes M, Biondo AW, Gomes AA, Silva AR, Vieira RF, Camacho AA, Quinn J, 
Chandrashekar R. (2011). Validation of a Leishmania infantum ELISA rapid test for 
serological diagnosis of Leishmania chagasi in dogs  Veterinary Parasitology.175(1-
2):15-9.. 
Marty, P., C. Pomares-Estran, et al. (2009). Actualités sur les leishmanioses en France. 
Archives de Pédiatrie  16: S96-S100. 
Marzochi, M. C. and K. B. Marzochi (1994). Tegumentary and visceral leishmaniases in 
Brazil: emerging anthropozoonosis and possibilities for their control. Cadernos de 
Saúde Pública 10 Suppl 2: 359-375. 
Mauricio, IL., Gaunt, MW, Stothard, JR, Miles, MA. (2001). Genetic typing and phylogeny of 
the Leishmania donovani complex by restriction analysis of PCR amplified gp63 
intergenic regions. Parasitology 122(Pt 4): 393-403. 
Mauricio, IL, Howard, MK, Stothard, JR, Miles, MA. (1999). Genomic diversity in the 
Leishmania donovani complex. Parasitology 119 ( Pt 3): 237-246. 
Mendes, WS, Silva, AA, Trovao JR, Silva, AR, Costa, JM. (2002). Space expansion of the 
American visceral leishmaniasis in Sao Luis, Maranhao, Brazil. Revista da Sociedade 
Brasileira de Medicina Tropical 35(3): 227-231. 
Mestre, G. L. and C. J. Fontes (2007). The spread of the visceral leishmaniasis epidemic in 
the State of Mato Grosso, 1998-2005. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina 
Tropical 40(1): 42-48. 
Mettler, M, Grimm, F, Capelli, G, Camp, H, Deplazes, P. et al. (2005). Evaluation of enzyme-
 93 
 
linked immunosorbent assays, an immunofluorescent-antibody test, and two rapid 
tests (immunochromatographic-dipstick and gel tests) for serological diagnosis of 
symptomatic and asymptomatic Leishmania infections in dogs. Journal of Clininical 
Microbiology 43(11): 5515-5519. 
Miro, G, Cardoso, L, Pennisi, MG, Oliva, G, Baneth, G. (2008). Canine leishmaniosis-new 
concepts and insights on an expanding zoonosis: part two. Trends in Parasitology 
24(8): 371-377. 
Missawa, NA, Veloso, MA,  Maciel, GB, Michalsky, EM, Dias, ES.. (2011). Evidence of 
transmission of visceral leishmaniasis by Lutzomyia cruzi in the municipality of 
Jaciara, State of Mato Grosso, Brazil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina 
Tropical 44(1): 76-78. 
Moreira, EDJr, Mendes de Souza,VM,  Sreenivasan, M, Nascimento, EG, Pontes de Carvalho, 
L. (2004). Assessment of an optimized dog-culling program in the dynamics of 
canine Leishmania transmission. Veterinary Parasitology 122(4): 245-252. 
Moreno, J. and J. Alvar (2002). Canine leishmaniasis: epidemiological risk and the 
experimental model. Trends in Parasitology 18(9): 399-405. 
Moshfe, A, Mohebali, M, et al. (2009). Canine visceral leishmaniasis: asymptomatic infected 
dogs as a source of L. infantum infection. Acta Tropica 112(2): 101-105. 
Moura, ST, Fernandes, CGN,  Pandolpho, VC, Rodrigues e Silva, R. (1999). Diagnóstico de 
leishmaniose canina na área urbana do município de Cuiabá, Estado de Mato 
Grosso, Brasil / Diagnosis of canine leishmaniasis in the urban area of the District of 
Cuiabá, State of Mato Grosso, Brazil. Brazilian Journal of Veterinary Research and 
Animal Science 36(2): 101-102. 
Nunes, CM, Lima, VM, Paula, HB, Perri, SH, Andrade, AM, Dias, FE, Burattini, MN.  (2008). 
Dog culling and replacement in an area endemic for visceral leishmaniasis in Brazil. 
Veterinary Parasitology 153(1-2): 19-23. 
Ochsenreither, S, Kuhls, K,  Schaar, M, Presber, W, Schonian, G. (2006). Multilocus 
microsatellite typing as a new tool for discrimination of Leishmania infantum MON-
1 strains. Journal of Clinical Microbiology 44(2): 495-503. 
Oliva, G., L. Gradoni, et al. (1995). Activity of liposomal amphotericin B (AmBisome) in dogs 
naturally infected with Leishmania infantum. Journal of Antimicrobial 
Chemotherapy 36(6): 1013-1019. 
Oliveira, LS, Julião, FS, Sousa VMM, Freitas DS, Souza BMPS, Paule BJAP, Aguiar PHPA Melo 
SMBM, Franke CRF . (2005). A utilização da imunofluorêscencia indireta no 
Diagnóstico de rotina da leishmaniose visceral canina e suas implicações no 
controle da doença. Ciência Animal Brasileira 6(1): 41-47. 
 94 
 
OMS (1990). Lucha Contra las Leishmaniasis: Informe de um Comité de Expertos de la OMS. 
Série de Informes Técnicos 793. 
Palatnik-de-Sousa, C. B., W. R. dos Santos, et al. (2001). Impact of canine control on the 
epidemiology of canine and human visceral leishmaniasis in Brazil. American 
Journal of Tropical Medicine and Hygiene 65(5): 510-517. 
Paranhos-Silva, M, Freitas, LA, Santos, WC, Grimaldi, GJr, Pontes-de-Carvalho, LC, Oliveira-
dos-Santos, AJ. (1996). A cross-sectional serodiagnostic survey of canine 
leishmaniasis due to Leishmania chagasi. American Journal of Tropical Medicine 
and Hygiene 55(1): 39-44. 
Paranhos-Silva, M, Nascimento, EG, Melro, MC, Oliveira, GG, dos Santos, WL, Pontes-de-
Carvalho, LC, Oliveira-dos-Santos, A J. . (1998). Cohort study on canine emigration 
and Leishmania infection in an endemic area for American visceral leishmaniasis. 
Implications for the disease control. Acta Tropica 69(1): 75-83. 
Pinheiro, PH, Pinheiro, AN, Ferreira, JH, Costa, FA, Katz, S, Barbieri, C. L. (2009). A 
recombinant cysteine proteinase from Leishmania (Leishmania) chagasi as an 
antigen for delayed-type hypersensitivity assays and serodiagnosis of canine 
visceral leishmaniasis. Veterinary Parasitology 162(1-2): 32-39. 
Porrozzi, R, Costa, MVS,  et al. (2007). Comparative evaluation of enzyme-linked 
immunosorbent assays based on crude and recombinant leishmanial antigens for 
serodiagnosis of symptomatic and asymptomatic Leishmania infantum visceral 
infections in dogs. Clinical and Vaccine Immunology. 14(5): 544-548. 
Pratlong, F, Rioux, JA, Marty, P, Faraut-Gambarelli, F, Dereure, J, Lanotte, G, Dedet, JP. 
(2004). Isoenzymatic analysis of 712 strains of Leishmania infantum in the south of 
France and relationship of enzymatic polymorphism to clinical and epidemiological 
features. Journal of Clinical Microbiology 42(9): 4077-4082. 
Queiroz, P. V., G. R. Monteiro, et al. (2009). Canine visceral leishmaniasis in urban and rural 
areas of Northeast Brazil. Research in Veterinary Science 86(2): 267-273. 
Rangel EF, ML V (2008). Lutzomya longipalpes (Diptera, Pychodidae, Phebotominae) and 
urbanization of visceral leishmaniosis in Brasil. Cadernos de Saúde Pública. 24:2948-
2952. 
Ribeiro, RR, Moura, EP, et al. (2008). Reduced tissue parasitic load and infectivity to sand 
flies in dogs naturally infected by Leishmania (Leishmania) chagasi following 
treatment with a liposome formulation of meglumine antimoniate. Antimicrobial 
Agents and Chemotherapy 52(7): 2564-2572. 
Riera, C., J. E. Valladares, et al. (1999). Serological and parasitological follow-up in dogs 
experimentally infected with Leishmania infantum and treated with meglumine 
 95 
 
antimoniate. Veterinary Parasitology 84(1-2): 33-47. 
Rodriguez-Cortes, A., A. Ojeda, et al. (2007). A long term experimental study of canine 
visceral leishmaniasis. International Journal of Parasitology 37(6): 683-693. 
Romero, GA, and Boelaert M. (2010). Control of visceral leishmaniasis in latin america-a 
systematic review. PLoS Neglected Tropical Diseases 4(1): e584. 
Rosario, EY, Genaro, O, Franca-Silva, JC, da Costa, RT, Mayrink, W, Reis, AB, .Carneiro, M. 
(2005). Evaluation of enzyme-linked immunosorbent assay using crude Leishmania 
and recombinant antigens as a diagnostic marker for canine visceral leishmaniasis. 
Memórias do Instituto Oswaldo Cruz 100(2): 197-203. 
Rosati, S, Ortoffi, M,  Profiti, M, Mannelli, A, Mignone, W, Bollo, E, Gradoni, L. (2003). 
Prokaryotic expression and antigenic characterization of three recombinant 
Leishmania antigens for serological diagnosis of canine leishmaniasis. Clinical 
Diagnostic and Laboratory Immunology 10(6): 1153-1156. 
Sanchez-Robert, E, Altet, L, Utzet-Sadurni, M, Giger, U, Sanchez, A, Francino, O.. (2008). 
Slc11a1 (formerly Nramp1) and susceptibility to canine visceral leishmaniasis. 
Veterinary Research 39(3): 36. 
Santos, SO, Arias, J, Ribeiro, AA, Hoffmann, MP, Freitas, RA, Malacco, MA. (1998). 
Incrimination of Lutzomyia cruzi as a vector of American visceral leishmaniasis. 
Medical Veterinary Entomology 12(3): 315-317. 
Sarkari, BC. (2005). A capture ELISA for the diagnosis of visceral leishmaniasis using a 
monoclonal antibody against a leishmanial urinary antigen. Iranian Biomedical 
Journal 9: 117-122. 
Scalone, A., R. De Luna, et al. (2002). Evaluation of the Leishmania recombinant K39 antigen 
as a diagnostic marker for canine leishmaniasis and validation of a standardized 
enzyme-linked immunosorbent assay. Veterinary Parasitol 104(4): 275-285. 
Schonian G, Mauricio I, Cupilillo E (2010). Is it time to revise the nomenclature of 
Leishmania? Trends Parasitology. 26:466-469. 
Silva, AV, Paula, AA, Cabrera, MA, Carreira, JC.. (2005). Leishmaniasis in domestic dogs: 
epidemiological aspects.Cadernos de Saúde Pública 21(1): 324-328. 
Silveira, FT, Lainson, R, Shaw, JJ, Povoa, MM. (1982). Leishmaniasis in Brazil: XVIII. Further 
evidence incriminating the fox Cerdocyon thous  as a reservoir of Amazonian 
visceral leishmaniasis. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and 
Hygiene 76(6): 830-832. 
Slappendel, RJ and Ferrer L. (1990). Leishmaniasis. Clinical microbiology and infectious 
 96 
 
diseases of the dog and cat. C. E. GREENE. Philadelphia, W.B.Saunders,: 450-458. 
Slappendel, RJ and Teske E. (1997). The effect of intravenous or subcutaneous 
administration of meglumine antimonate (Glucantime) in dogs with leishmaniasis. A 
randomized clinical trial. Veterinary Quarterly 19(1): 10-13. 
Solano-Gallego, L, Morell, P, Arboix, M, Alberola, J, Ferrer, L. (2001). Prevalence of 
Leishmania infantum infection in dogs living in an area of canine leishmaniasis 
endemicity using PCR on several tissues and serology. Journal of Clinical 
Microbiology 39(2): 560-563. 
Souza, AI, Oliveira, TMSF, Machado, RZ, Camacho, AA.. (2009). Soroprevalência da infecção 
por Trypanosoma cruzi em cães de uma área rural do Estado de Mato Grosso do 
Sul. Pesquisa Veterinária Brasileira 29(2): 150-152. 
Sundar, S and Rai M. (2002). Laboratory diagnosis of visceral leishmaniasis. Clinical 
Diagnostic and Laboratory Immunology 9(5): 951-958. 
Tesh, RB. (1995). Control of zoonotic visceral leishmaniasis: is it time to change strategies? 
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 52(3): 287-292. 
Tomaz-Soccol, V, Castro, EA,  et al. (2009). Allochthonous cases of canine visceral 
leishmaniasis in Parana, Brazil: epidemiological implications. Revista Brasileira de 
Parasitologia Veterinária 18(3): 46-51. 
TRD/WHO (2009). TRD - For research on diseases of poverty, TDR RESEARCH PUBLICATION. 
Troncarelli, MZ, Camargo, JB, Machado JG, Lucheis SB, Langoni H,  (2009). Leishmania spp. 
and/or Trypanosoma cruzi diagnosis in dogs from endemic and nonendemic areas 
for canine visceral leishmaniasis. Veterinary Parasitology 164(2-4): 118-123. 
Vexenat, AC, Santana, JM, Teixeira, AR. (1996). Cross-reactivity of antibodies in human 
infections by the kinetoplastid protozoa Trypanosoma cruzi, Leishmania chagasi 
and Leishmania (viannia) braziliensis. Revista do Instituto de Medicina Tropical de 
São Paulo 38(3): 177-185. 
Vieira, JB and G. E. Coelho GE.  (1998). Visceral leishmaniasis or kala-azar: the 
epidemiological and control aspects. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina 
Tropical 31 Suppl 2: 85-92. 
WHO (1990). Control of leishmaniasis. W. H. Organization. Geneva, WHO. 
WHO (2009). TRD - For research on diseases of poverty, TDR RESEARCH PUBLICATION. 
WHOa (2010). First WHO report on neglected tropical diseases 2010: working to overcome 




WHOb (2010). Control of the leishmaniases: Report of a meeting of the WHO Expert 
Committee on the Control of Leishmaniases, Geneva, 22–26 March 2010. Technical 
Report Series  WHO. Geneva. n.949. 
Zanette, M. F. (2006). Comparação entre os métodos de ELISA, imunofluorescência indireta 
e imunocromatografia para o diagnóstico da leishmaniose visceral canina. 
Faculdade de Odontologia de Araçatuba, Curso de Medicina Veterinária. Araçatuba 





9.  ANEXOS 
 
9.1 – Certificado de licença da Comissão de Ética no Uso de Animais 




















       
 104 
 





             
 106 
 




                
 108 
 
9.3 Protocolo da técnica de imunofluorescencia 
 
                                       
                    
                                        
 109 
 
                 
         
 110 
 
                          
        















                
 114 
 















10.1 Artigo original publicado na revista PLOS. 
 
 118 
 
 
 
 
 119 
 
 
 
 
 120 
 
 
 
 121 
 
 
 
 
 122 
 
 
 
 
 123 
 
 
 
